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(57) Abstract 

The invention relates to a method for identifying chemical active agents which are suitable for treating infectious diseases caused by 
single- or multi-celled parasites. According to the method, proteins which form part of the l-desoxy-d-xylulose-5-phosphate metabolic 
pathway or derivatives thereof which act in the same way are brought into contact with the active agents being tested for their effectiveness 
against parasites and those active agents which inhibit the proteins or their derivatives are selected. The invention also relates to the active 
agents which are identified and to their use for producing medicaments for treating parasitic infections. 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Auffinden von chemischen Wirkstoffen, die zur Therapie von Infektionskrankheiten 
geeignet sind, die durch ein- oder mehrzellige Parasiten hervorgerufen werden. Bei diesem Verfahren werden Proteine, die am 
l-Desoxy-D-xylulose-5-Phosphat-Stoffwechselweg beteiligt sind, oder deren gleichwirkende Derivate mit den auf ihre Wirksamkeit 
gegenuber Parasiten zu untersuchenden Wirkstoffen in Beriihrung gebracht und die Wirkstoffe, die die Proteine oder deren Derivate 
inhibieren, ausgewahlt. Die Erfindung betrifft ferner die aufgefundenen Wirkstoffe zur Herstellung von Arzneimitteln gegen parasitare 
Infektionen. 
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Verfahren zur Identif izierung chemischer Wirkstoffe und 
Wirkstoffe zur Hemmung des l-Desoxy-D-xylulose-5-Phosphat- 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Identif ikation von 
Wirkstof f en, die zur Behandlung von parasitaren Erkrankun- 
gen verursacht durch ein- oder mehrzellige Parasiten geeig- 
net sind. Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Medizin 
und die pharmazeutische Industrie. Weiter betrifft die Er- 
findung Proteine, sowie Teilstiicke von Proteinen, ferner 
DNA-Sequenzen, die diese Proteine bzw. Teilstiicke dieser 
Proteine kodieren, die Verwendung dieser DNA-Sequenzen, 
dieser Proteine oder ihrer Teilstiicke zur Identif izierung 
von Stof fen rait Wirkung gegen ein- oder mehrzellige Parasi- 
ten, sowie die auf diesem Weg identif izierten Wirkstoffe 
und deren Verwendung zur Herstellung von Arzneimitteln. 

Der Begriff Parasiten beinhaltet einzellige Parasiten und 
mehrzellige Parasiten einschlieBlich Helminthen und Anthro- 
poden. Diese verursachen Inf ektionserkrankungen bei Mensch 
und Tier. Im Sinne dieser Erfindung ist die streng wissen- 
schaftliche Definition von Parasiten anzuwenden, d.h. unter 
einzelligen Parasiten sind Protozoen zu verstehen. 

Es existiert bereits eine Vielzahl von Mitteln gegen para- 
sitare Erkrankungen . Die vorhandenen Mittel werden durch 



Biosynthesewegs 
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die sich rasch entwickelnden Resistenzen gegen diese Mittel 
bereits unbrauchbar fur die Therapie von Mensch- und Tier. 
So sind bereits viele Regionen von Malariaparasiten befal- 
len, die gegen Standard-Medikamente wie Chloroquin resi- 
stent sind- Auch sind Berichte uber Resistenz-Entwicklung 
gegen Standard-Mittel (Praziquantel) zur Behandlung der 
Bilharziose bekannt. Diese Resistenzentwicklungen und ande- 
re Faktoren haben dazu gefuhrt, dafi Malaria und Bilharziose 
bereits zu den haufigsten Erkrankungen in den Tropen ge- 
zahlt werden. Geschatzte 300-500 Millionen Menschen sind an 
Malaria erkrankt. -2-2,5 Millionen Menschen sterben im Jahr 
an Malaria. Weiter sind neue Medikamente wie Mefloquin sehr 
teuer in der Herstellung und sehr nebenwirkungsreich. Es 
besteht daher ein grofler Bedarf an Arzneimitteln zur Thera- 
pie von Mensch und Tier, 

Es gab in der Vergangenhei t viele Ansatze zur Entwicklung 
von Chemotherapeutika gegen Parasiten,. insbesondere gegen 
Krankheitserreger der Malaria und der Bilharziose. Einer 
dieser Ansatze befafic sich mit der Inhibition der sogenann- 
ten isoprenoidbiosynthese. Isoprenoide sind Molekille, die 
aus einzelnen Jsopreneinheiten ( Isopentenyldiphosphat ) ge- 
bildet werden, und wichtige Funktionen in der Zelle uber- 
nehmen. Hierzu gehoren Sterole, Ubichinone und andere Mole- 
kule, die fur den Haushalt der Parasiten wichtig sind. Die 
Vorgehensweise basierte hierbei auf einem Model 1/ das in 
Pilzen und in Saugerzellen etabliert wurde . In Pilzen und 
in Saugerzellen entsteht die Untereinheit Isopentenyl- 
diphosphat auf der . Basis der Kondensation von drei Molekti- 
len Acetyl-CoA zu HMG-CoA. HMG-CoA wird dann von der HMG- 
CoA-Reduktase zu Mevalonat umgewandelt , welches dann mit 
Mevalonat-Phosphat als Zwischenstuf e zu Isopentenyldiphos- 
phat umgewandelt wird (siehe Figur 7) . Inhibitoren der HMG- 
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CoA-Reduktase wie zum Beispiel Lovastatin, Simvastatin und 
Pravastatin wurden zur Inhibition des Wachstums der Parasi- 
ten verwendet. Bei Malaria gelang es zwar, unter Anwendung 
sehr hoher Dosen Lovastatin und Simvastatin eine in vitro 
Inhibition zu erreichen, jedoch mililang die Inhibition in 
vivo. Die Behandlung Schistosoma-inf izierter Mause mit Lo- 
vastatin fiihrte zu einer Inhibition der Eiablage dieser 
wiirmer, jedoch mufiten sehr hone Konzentrationen an Lovasta- 
tin aufgewendet werden, um einen Teil der Wiirmer in vivo zu 
toten. 

Es wurde nun uberraschend gefunden, dafi Parasiten, insbe- 
sondere Plasmodien und Trypanosomen (Verursacher der Mala- 
ria und der Schlaf krankheit ) zumindest einen weiteren 
Stoffwechselweg zur Synthese von Isoprenoiden besitzen. 
Dieser Stoffwechselweg beruht auf einer Kondensation von 
Glycerinaldehyd-3-Phosphat und Pyruvat zu 1-Desoxy-D- 
xylulose-5-Phosphat (DOXP) . DOXP wird dann umgewandelt zu 
2-C-Methyl-D-erythrose-4-Phosphat, das dann mit 2-C-Methyl- 
erythrithol-4-Phosphat als Zwischenstuf e zu Isopentenyl- 
diphosphat umgewandelt wird. An diesem stoffwechselweg sind 
unter anderem die Enzyme DOXP-Synthase und DOXP- 
Reduktoisomerase beteiligt (Siehe Figur 7). Dieser Stoff- 
wechselweg war bisher nur in Pflanzen, in Algen und in ei- 
nigen Bakterien beschrieben worden (Sprenger et al. PNAS, 
94 (1997) 12857-62 und Kuzuyama et al . Tetrahedron Letters 
39 (1998) 4509-12) . 

Die Inhibition des oben beschriebenen DOXP-Stof fwechsel- 
wegs, insbesondere der Enzyme DOXP-Synthase und DOXP- 
Reduktoisomerase durch die dem Fachmann bekannten Techniken 
eignet sich zur Vorbeugung und Behandlung von Infektionen, 
verursacht durch ein- und mehrzellige Parasiten bei Mensch 
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unci Tier. Da dieser Stof fwechselweg .nicht im Menschen vor- 
handen ist, eignet er sich hervorragend als Ziel fUr eine 
gezielte Chemotherapie von Parasiten. Insbesondere eignen 
sich die Enzyme Desoxyxylulose-5-Phosphat-Synthase und De- 
soxyxylulose-5-Phosphat-Reduktoisomerase als Ziel. fur eine 
Chemotherapie. Besonders nebenwirkungsarm und geeignet 
zeigte sich die Inhibition des Enzyms Desoxyxylulose-5- 
Phosphat-Reduktoisomerase von Malaria, da der Mensch weder 
uber Substrate und deren Vorstufen noch iiber das Produkt 
des Enzyms noch uber das Enzym selbst verfiigt. 

Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zum Auffinden 
von Wirkstoffen, die den DOXP-Stof fwechselweg hemmen, und 
diese Wirkstoffe zur Herstellung von Arzneimitteln fur die 
Therapie und Prophylaxe von Inf ektionskrankheiten verur- 
sacht durch ein- oder mehrzellige Parasiten. 

Die Aufgabe der Erfindung ist es, ein neues Verfahren. zur 
Identifikation von Wirkstoffen zur Therapie von parasitaren 
Erkrankungen bei Mensch und Tier bereitzustellen . Eine wei- 
tere Aufgabe besteht darin, ein Verfahren zur Auffindung 
eines. Medikamentes zu entwickeln, das selektiv den Erreger 
abtotet und nebenwirkungsarm ist . 



Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren gemafi Anspruch 1 
realisiert. Die Erf indungsverf ahren und ermittelten Wirk- 
stoffe sind dadurch gekennzeichnet , daft 

- die Isoprenoidbiosynthese im sogenannten 1-Desoxy-D- 
xylulose-5-Phosphat-Stof fwechselweg gehemmt wird. 

Alle beschriebenen Stof f wechselwege sind nicht in Mensch 
und Tier vorhanden, sondern nur in Pflanzen, Algen, manchen 
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Eubakterien und in Parasiten, wie zum Beispiel Malariapara- 
siten; daher zeichnet sich diese Therapie-Strategie als 
sehr nebenwirkungsarm aus . 

Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin Enzyme, die an 
diesem Stof f wechselweg beteiligt sind, sowie Teilstiicke 
dieser Enzyme. Diese Enzyme sind zur Durchf Iihrung des er- 
f indungsgemafien Verfahrens zur Identif ikation von Wirkstof- 
fen geeignete Proteine. Die vorliegende Erfindung betrifft 
weiter DNA-Sequenzen, die diese Enzyme kodieren, bzw. Teil- 
stiicke dieser Enzyme. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren und Anti- 
korper zur Identif izierung der Enzyme oder ihrer Teilstiicke 
sowie die Herstellung der Enzyme oder ihrer Teilstiicke liber 
rekombinante Technologie. 

Die Erfindung betrifft weiter die Verwendung dieser Enzyme 
oder ihrer Teilstiicke, oder die Verwendung der DNA- 
Sequenzen, die diese Enzyme kodieren, bzw. Teilstiicke die- 
ser Enzyme zur Identif izierung von Stoffen mit Wirkung ge- 
gen ein- oder mehrzellige Erreger. 

Die Erfindung betrifft weiter Wirkstoffe, die mit Hilfe der 
erf indungsgemaiien Enzyme aufgefunden werden. 

Im folgenden wird die Erfindung anhand der beiliegenden 
Zeichnungen genauer beschrieben. 

Es zeigen: 

Fig. la die Nukleotid-Sequenz des Gens, das das Protein 1- 
Desoxy-D-xylulose-5-Phosphat-Reduktoisomerase aus Plasmodi- 
um falciparum codiert, 
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Fig. lb die Nukleotid-Sequenz des Gens, das die 1-Desoxy-D- 
xylulose-5-Phosphat-Synthase aus Plasmodium falciparum co- 
diert/ 

Fig. 2a die Nukleotid-Sequenz des Gens, die 1-Desoxy-D- 
xylulose-5-Phosphat-Reduktoisomerase aus Plasmodium falci- 
parum codiert und die entsprechende ' Aminosaure-Sequenz 
Fig. 2b die Nukleotid-Sequenz des Gens, die 1-Desoxy-D- 
xylulose-5-Phosphat-Synthase aus Plasmodium falciparum co- 
diert und die entsprechende Aminosaure-Sequenz, 
Fig. 3a die Aminosaure-Sequenz des Proteins 1-Desoxy-D- 
xylulose-5-Phosphat-Reduktoisomerase aus Plasmodium falci- 
parum, 

Fig.. 3b die Aminosaure-Sequenz des Proteins 1-Desoxy-D- 
xylulose-5-Phosphat-Synthase aus dem Parasiten Plasmodium 
falciparum, 

Fig 4a einen Ausschnitt aus der Nukleotid-Sequenz nach Fig. 
lb, 

Fig. 4b einen Ausschnitt aus der Nukleotid-Sequenz mit der 
entsprechenden Amincsauresequenz nach Fig. 2b, 
Fig. 4c einen Ausschnitt aus der Aminosaure-Sequenz nach 
Fig. 3b, 

Fig. 5 In-vivo-Daten fiir die Parasitamie-Werte nach 4-tagi- 
ger Therapie mit jeweils drei Dbsen der Stoffe: 
Formyl, das 3- (N-Formyl-N-hydroxylamino) -propyl- 
phosphonsaure-mononatriumsalz entspricht, und 
Acetyl, das 3- (N-Acetyl-N-hydroxylamino ) -propyl- 
phosphonsaure-mononatriumsalz entspricht, 

Fig. 6a die Inhibition des Wachstums von P. falciparum nach 
Zugabe von 3- (N-Formyl-N-hydroxylamino) -propyl- 
phosphonsaure-mononatriumsalz (offene Kreise) und 3- (N- 
Acetyl-N-hydroxylamino) -propyl -phosphonsaure- 
mononatriumsalz (geschlossene Kreise) fiir den Stamm HB3, 
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Fig. 6b die Inhibition des Wachstums von P. falciparum 
nach Zugabe von 3- (N-Formyl-N-hydroxylamino) -propyl* 
phosphonsaure-mononatriumsalz (offene Kreise) und 3- (N- 
Acetyl-N-hydroxylamino ) -propyl-phosphonsaure- 
mononatriumsalz (geschlossene Kreise) fur den Stainm A2, und 
Fig. 6c die Inhibition des Wachstums von P* falciparum nach 
Zugabe von 3- (N-Formyl-N-hydroxylamino) -propyl- 
phosphonsaure-mononatriumsalz (offene Kreise) und 3- (N- 
Acetyl-N-hydroxylamino ) -propyl-phosphonsaure- 
mononatriuiusalz (geschlossene Kreise) fur den Stamm Dd2, 
und 

Fig. 7 den klassischen AcetatZ-Mevalonat-Biosyntheseweg im 
Vergleich zum alternativen DOX-P-Biosyntheseweg . 

Mittels genetischer Verfahren wurden die kodierenden Gene 
der Enzyme DOXP-Synthase, und DOXP-Reduktoisomerase nachge- 
wiesen (Figuren la, lb, 2a, 2b) . Nach Anreicherung durch 
die Polymerase-Ketten-Reaktion aus dem Genom von P. falci- 
parum wurden diese Gene in bakteriellen Plasmiden kloniert 
und ihre Nukleotidsequenz bestimmt. Die Sequenzdaten zeig- 
ten eine hohe Homologie dieser Gene mit den entsprechenden 
Genen aus Algen, Pflanzen und Bakterien. Die sehr hohen Ho- 
mologien zeigten, dafl die drei Gene die Enzyme DOXP- 
Synthase und DOXP-Reduktoisomerase von P. falciparum codie- 
ren. 

Nach Expression in heterologen Systemen wurden die Enzyme 
als rekombinante Proteine gereinigt und fur Aktivitatsstu- 
dien in zellfreien Systemen eingesetzt. Die Aktivitat der 
DOXP-Synthase wurde durch Umsetzung von Glycerinaldehyd-3- 
Phosphat und Pyruvat zu l-Desoxy-D-xylulose-5-Phosphat ge- 
messen. Die Aktivitat der DOXP-Reduktoisomerase wurde durch 
Umsetzung von l-Desoxy-D-xylulose-5-Phosphat zu 2-C-Methyl- 
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D-erythritol-4-Phosphat in Gegenwart von NADPH gemessen. 
Die. Messung der Veranderung der NADPH-Konzentration erfolgt 
iiber eine Parametervariation . Dieses Verfahren ist dem 
Fachmann bekannt. 

Die Enzyme konnen uber die sie codierende DNA-Sequenz ( Fi- 
guren la, lb, 2a, 2b) und die davon abgeleitete Aminosaure- 
sequenz (Figuren 3a und 3b) definiert werden. Die Enzyme 
der einzelnen Parasiten konnen sich jedoch von Parasit zu 
Parasit unterscheiden . Solche Variationen der Aminosauren 
sind in der Regel Aminosaureaustausche . Es kann sich aber 
auch um Deletionen, Insertionen und Additionen von Ami- 
nosauren zur Gesamtsequenz handeln. Die erf indungsgemafien 
Enzyme konnen - sowohl im Umfang und Art abhangig von der 
Zelle und Zelltyp, in dem sie exprimiert werden - glycosy- 
liert der nicht glyccsyliert sein. 

Die erf indungsgemafien Enzyme oder Teilstiicke dieser Enzyme 
werden durch Expression der erf indungsgemafien DNA in geeig- 
neten Expressionssysremen, beispielsweise in Bakterien, 
insbesondere in E. coii, als prokaryontisches Expressions- 
system oder in einem eukaryontischen Expressionssystem, 
insbesondere COS-Zellen oder Dictyostelium discoideum, her- 
gesteilt. 

Mit Hilfe der er f indungsgemBen Nukleinsauresequenz ist es 
moglich, im Genom von beliebigen Parasiten die kodierenden 
Gene oder deren Varianten zu suchen, diese zu identifizie- ■ 
ren und die gewilnschten kodierenden Gene fur die Enzyme zu 
isolieren. Derartige Verfahren und die hierfiir geeigneten 
Screening-Methoden sind dem Fachmann bekannt.. 
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Durch die Anwendung der rekombinanten Technologie ist es 
moglich, eine Vielzahl von Varianten von Enzymen oder Teil- 
stiicke von Enzymen herzustellen . Derartige Derivate konnen 
beispielsweise in einzelnen oder mehreren Aminosauren durch 
Substitution, Deletion oder Addition modif iziert sein. Die 
Derivatisierung kann beispielsweise iiber site directed 
mutagenesis (ortsspezif ische Mutagenese) erfolgen. Derarti- 
ge Variationen sind fiir einen Fachmann ohne weiteres durch- 
fiihrbar. Es muii lediglich sichergestellt sein, dafl die cha- 
rakteristischen Eigenschaf ten der Enzyme erhalten bleiben. 
Ein weiterer Gegenstand dieser Erfindung sind deshalb die 
Enzyme, die am DOXP-Stof fwechselweg beteiligt sind, insbe- 
sondere DOXP-Synthase und DOXP-Reduktoisomerase, die 

a) das Produkt einer prokaryontischen oder eukaryontischen 
Expression einer exogenen DNA sind, 

b) codiert werden von einer Sequenz in Figuren la, lb, 2a 
und 2b 

c) codiert werden von DNA-Sequenzen, die mit den in Figuren 
la, lb, 2a und 2b gezeigten DNA-Sequenzen oder Fragmen- 
ten dieser DNA-Sequenzen (siehe z.B. Figuren 4a und 4b) 
im DNA-Bereich, der das reife Protein kodiert, hybridi- 
sieren, oder 

d) codiert werden von DNA-Sequenzen, die ohne die Degenera- 
tion des genetischen Codes mit den in b) bis c) defi- 
nierten Sequenzen hybridisieren wiirden und ein Polypep- 
tid mit derselben Aminosauresequenz kodieren. 

Bevorzugt sind Enzyme, welche von den Nukleotiden aus Figu- 
ren la, lb, 2a und 2b oder von DNA-Sequenzen, die aufgrund 
der Degeneration des genetischen Codes ein Polypeptid mit 
derselben Aminosauresequenz codieren wiirden, codiert wer- 
den. 
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Die beiden erf indungsgemalien Enzyme (Sequenz in Figuren 3a 
und 3b) konnen als neue Prototypen von spezifischen Protei- 
nen ein- und mehrzelliger Parasiten, insbesondere der ein- 
zeliigen Parasiten angesehen werden. 

Ein Gegenstand dieser Erfindung sind Nukleinsauresequenzen, 
welche die Enzyme kodieren und ausgewahlt sind aus der 
Gruppe 

a) der in den Figuren la, lb, ' 2a, und 2b gezeigten DNA- 
Sequenzen oder deren kompiementare Sequenzen, 

b) Nukleinsauresequenzen, die mit einer der Sequenzen von 
a) hybridisieren, 

c) Nukleinsauresequenzen, die ohne die Degeneration des ge- 
netischen Codes mit einer der in a) oder b) genannten 
Sequenzen hybridisieren wurden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Enzyme aus be- 
liebigen Parasiten, welche im wesentlichen Pyruvat und Gly- 
ceraidehyd-3-Phosphat zu l-Desoxy-D-xylulose-5-Phosphat 
kondensieren ( DOXP-Synthase ) und l-Desoxy-D-xylulose-5- 
Phosphat zu 2-C-Methyl-D-erythritol-4-Phosphat umsetzen 
(DOXP-Reduktoisomerase) . Diese den Enzymen aus Malaria- 
Parasiten analogen Enzyme konnen dadurch erhalten werden, 
dafi mit einer Hybridisierungsprobe, die Enzyme aus Malaria- 
Parasiten codierende Sequenzen enthalt, eine cDNA- 
Bibliothek oder genomische Bibliothek des entsprechenden 
Parasiten nach dem Fachmann gelaufigen Methoden gescreent 
wird oder iiber den Sequenzvergleich der DNA und Proteinse- 
quenz fur Enzyme von Malaria-Parasiten mit anderen Parasi- 
ten-Enzymen. 
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Mit Hilfe der Nukleinsauren konnen erf indungsgemaJJe Enzyme 
in reproduzierbarer Weise in grofien Mengen gewonnen werden . 
Zur Expression in prokaryontischen und eukaryontischen Or- 
ganismen wird die Nukleinsaure nach dem Fachmann gelaufigen 
Verfahren in geeignete Expressionsvektoren integriert. Vor- 
zugsweise enthalt ein solcher Expressionsvektor einen regu- 
lierbaren/induzierbaren Promotor. Zur Expression werden 
diese rekombinanten Vektoren dann nach bekannten Verfahren 
in geeignete Wirtszellen eingefiihrt und die transf ormier- 
ten, transf izierten bzw. transduzierten Wirtszellen unter 
Bedingungen kultiviert, die eine Expression des heterologen 
Gens ermoglichen. Als Wirtszellen eignen sich prokaryonti- 
sche Zellen, wie z.B. E. coli, und eukaryontische Zellen, 
insbesondere Hefen (z.B. Saccharomyces cervisiae, Schizo- 
saccharomyces pombe, Pichia pastoris) , Insektenzellen (z.B. 
Zellinien von Drosophila melanogaster wie S2-Zellen, Spo- 
doptera frugiperda, Trichoplusia ni) , Wirbeltierzellinien, 
vor allem Teratokar zinoma-Zellinien wie CHO- Oder COS- 
Zellen, und pflanzliche Zellinien. 

Die erf indungsgemafien Enzyme konnen auch in transgenen 
Pflanzen und Tieren (z.B. Mause, Schafe, Ziegen, Schweine, 
Meerschweinchen) exprimiert werden. Das Expressionssystem 
ist dabei vorteilhaf terweise durch dem Fachmann bekannte 
Techniken so zu gestalten, daft die produzierten Enzyme mit 
der Milch der Tiere ausgeschieden werden bzw. aus leicht zu 
gewinnenden Pf lanzenteilen (Fruchten, Blattern, Bluten, 
SproJi- und Wurzelteilen) erhalten werden konnen. 

Als Expressionsvektoren fur Wirbeltierzellinien eignen sich 
besonders Systeme, die von Papillomaviren (z.B. SV40), Re- 
troviren, Sindbisviren, Cytomegaloviren und Vacciniaviren 
abgeleitet sind. Fur Insektenzellen eignet sich besonders 
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das Baculovirus-System, fur Pf lanzenzellen Systeitie auf der 
Basis des Ti-Plasmids von Agrobacterium tumefaciens und der 
Beschufl der Zellen mit Nukleinsaure uberzogenen Partikeln. 

Von besonderer Bedeutung ist die Expression der erfindungs- 
gemaiien Enzyme in Schleimpilzen wie Dictyostelium discoi- 
deum, Polysphondylium pallidum und. Physarum polycephalum, 
da ihre Zellen kostengunstig in grofien Mengen auf einfachen 
Medien kultiviert werden konnen* Die Verwendung von Dic- 
tyostelium discoideum bietet den weiteren Vorteil, dafl die- 
ser Organismus ahnliche Codone fur die jeweiligen Aminosau- 
ren benutzt wie Plasmodium falciparum und dadurch eine be- 
sonders effektive Produktion der erf indungsgemaiien Enzyme 
erreicht wird. Aufierdem sind induzierbare Promotoren (z.B. 
durch Nahrungsmangel) fur Expressionsvektoren fur Dic- 
tyostelium discoideum bekannt. Dadurch kann die Ausbeute an 
rekombinantem Enzym weiter gesteigert werden. 

Fur die Expression der erf indungsgemafien Enzyme eignen sich 
besonders solche Wirtszellen und Organismen, die keine in- 
trinsischen Enzyme besitzen, die Pyruvat und Glyceraldehyd- 
3-Phosphat zu l-Desoxy-D-xyluiose-5-Phosphat kondensieren 
(DOXP-Synthase) und l-Desoxy-D-xylulose-5-Phosphat zu 2-C- 
Methyl-D-erythritol-4-Phosphat umsetzen (DOXP-Reduktoiso- 
merase) . Dies trifft fur Archaebacterien, Tiere, Pilze, 
Schleimpilze und einige Eubakterien zu. Durch das Fehlen 
dieser intrinsischen Enzymaktivitaten wird die Detektion 
und Aufreinigung der rekombinanten Enzyme wesentlich er- 
leichtert. Auch wird es erst dadurch moglich, mit geringem 
Aufwand die Aktivitat und insbesondere die Hemmung der Ak- 
tivitat der erf indungsgemafien rekombinanten Enzyme durch 
verschiedenen Chemikalien und Pharmaka in Rohextrakten aus 
den Wirtszellen zu messen. 
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Die Expression der erf indungsgemafien Enzyme erfolgt vor- 
teilhafterweise dann in eukaryontischen Zellen, wenn post- 
translatorische Modif ikationen und eine native Faltung der 
Polypeptidkette erreicht werden soil. Aufierdem wird in Ab- 
hangigkeit vom Expressionssystem bei der Expression genomi- 
scher DNA-Sequenzen erreicht, dafi Introns durch Spleifien 
der DNA beseitigt und die Enzyme in der fur die Parasiten 
charakteristischen Polypeptidsequenz produziert werden, 
Introns codierende Sequenzen konnen auch durch rekombinante 
DNA-Technologie aus den zu exprimierenden DNA-Sequenzen be- 
seitigt Oder experimentell eingefugt werden. 

Die Isolierung des Proteins kann aus der Wirtszelle oder 
dem Kulturuberstand der Wirtszelle nach dem Fachmann be- 
kannten Verfahren erfolgen. Es kann auch eine in vitro Re- 
aktivierung der Enzyme erforderlich sein. 

Zur Erleichterung der Aufreinigung konnen die erf indungsge- 
mafien Enzyme oder Teilsequenzen der Enzyme als Fusionspro- 
tein mit verschiedenen Peptidketten exprimiert werden. Dazu 
eigenen sich besonders Oligo-Histidin-Sequenzen und Sequen- 
zen, die von der Glutathion-S-Transf erase, Thioredoxin oder 
Calmodulin-bindenden Peptiden abgeleitet sind. Fusionen mit 
Thioredoxin-abgeleiteten Sequenzen eignen sich besonders 
fur prokaryontische Expression, da dadurch die Loslichkeit 
der rekombinanten Enzyme erhoht wird. 

Weiterhin konnen die erf indungsgemafien Enzyme oder Teilse- 
quenzen der Enzyme als Fusionsprotein mit solchen, dem 
Fachmann bekannten, Peptidketten exprimiert werden, dafi die 
rekombinanten Enzyme in das extrazellulare Milieu oder in 
bestimmte Kompartimente der Wirtszellen transportiert wer- 
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den. Dadurch kann sowohl die Auf reinigung, als auch die Un- 
tersuchung der biologischen Aktivitat der Enzyme erleich- 
tert werden. 



Bei der Expression der erf indungsgemafien Enzyme kann es 
sich als zweckmafiig erweisen, einzelne Codone zu verandern. 
Dabei ist der gezielte Austausch von Basen in der kodieren- 
den Region auch sinnvoll, wenn die genutzten Codone in den 
Parasiten abweichend sind von der Codonnutzung im heterolo- 
gen Expressionssystem, urn eine optimale Synthese des Pro- 
teins, zu gewahrleisten. Zudem sind oft Deletionen von 
nicht-.translatierten 5'bzw. 3 ' -Abschnitten sinnvoll, bei- 
spielsweise wenn mehrere destabilisierende Sequenzmotive 
ATTTA im 3~-Bereich der DNA vorliegen. Dann sollten diese 
bei der bevorzugen Expression in Eukaryonten deletiert wer- 
den. Veranderungen dieser. Art sind Deletionen, Additionen 
oder Austausch von Basen und ebenfalls Gegenstand der vor- 
liegenden Erfindung. 

Weiterhin konnen die erfindungsgemafien Enzyme unter stan- 
dardisierten Bedingungen durch dem Fachmann bekannte Tech- 
niken durch in vitro-Translation gewonnen werden. Dafiir ge- 
eignete Systeme sind Kaninchen-Reticulozyten- und Weizen- 
keim- Extrakte. Auch kann in vitro transskribierte mRNA in 
Xenopus-Oocyten translatiert werden. 

Durch chemische Synthese konnen Oligo- und Polypeptide her- 
gestellt werden, deren Sequenzen aus der Peptidsequenz der 
erfindungsgemafien Enzyme abgeleitet sind. Bei geeigneter 
Wahl der Sequenzen besitzen derartige Peptide Eigenschaf- 
ten, die fur die vollstandigen erfindungsgemafien Enzyme 
charakteristisch sind. Derartige Peptide konnen in grofien 
Mengen hergestellt werden und eignen sich besonders fur 
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Studien liber die Kinetik der Enzymaktivitat, die Regulation 
der Enzymaktivitat, die dreidimensionale Struktur der Enzy- 
me, die Hemmung der Enzymaktivitat durch verschiedene. Che- 
mi kalien und Pharmaka und die Bindungsgeometrie und Bin- 
dungsaf f initat verschiedener Liganden. 

Vorzugsweise wird zur rekombinanten Herstellung der erfin- 
dungsgemafien Enzyme eine DNA mit den Nukleotiden aus den in 
den Figuren la, lb, 2a und 2b dargestellten Sequenzen oder 
ein Fragment gemaJJ den Figuren 4a und 4b verwendet. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Verfahren zur 
Gewinnung der Enzyme, die beteiligt sind am DOXP- 
Stof fwechselweg, insbesondere die Enzyme DOXP-Synthase und 
DOXP-Reduktoisomerase durch Isoiierung aus den Parasiten. 
Die Isoiierung der Enzyme erfolgt aus Parasiten-Extrakten 
uber chromatographisch, elektrophoretische und andere dem 
Fachmann bekannte Verfahren. Die Enzyme werden mittels Mes- 
sung der jeweiligen enzymatischen Aktivitat oder Reaktivi- 
tat mit entsprechenden Antikorpern ermittelt, 

Der Nachweis von transf ormierten, transf izierten bzw. 
transduzierten Wirtszellen, welche die Enzyme rekombinant 
produzieren, sowie die Aufreinigung des Proteins erfolgen 
vorzugsweise uber Antikorper, die an diese Enzyme binden. 
Derartige Antikorper sind mit Hilfe der erf indungsgemalien 
Enzyme oder Telle der Enzyme als Antigen oder Immunogen in 
einfacher Weise nach bekannten Verfahren erhaltlich. 

Mit den erf indungsgemalien Antikorpern gegen die Proteine 
konnen beispielsweise durch Western-Blotting-Analysen homo- 
loge bzw. kreuzreagierende Proteine anderer Parasiten de- 
tektiert werden. 
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Ein weiterer Gegenstand dieser Erfindung sind Methoden zur 
Bestimmung der enzymatische Aktivitat der DOXP-Enzyme, ins- 
besondere der Enzyme DOXP-Synthase und DOXP- 
Reduktoisomerase . Dies kann nach den bekannten Anleitungen 
bestimmt werden (Sprenger et al. PNAS, 94 (1997) 12857-62 
und Kuzuyama et al. Tetrahedron Letters 39 (1998) 4509-12) . 
Hierbei wird die Kondensation von Pyruvat und Glyceralde- 
hyd-3-Phosphat zu l-Desoxy-D-xylulose-5-Phosphat (DOXP- 
Synthase) und die Umwandlung von l-Desoxy-D-xylulose-5- 
Phosphat zu 2-C-Methyl-D-erythritol-4-Phosphat (DOXP- 
Reduktoisomerase) detektiert. Ein weiterer Gegenstand die- 
ser Erfindung ist die Verwendung diese MeJiverf ahren zur Er- 
mittlung von Stoffen, die die Aktivitat der jeweiligen En- 
zyme inhibieren. 

Durch die Anwendung der rekombinanten Technologie ist es 
moglich, eine Vielzahl von Varianten von Enzymen oder Teil- 
stucken von Enzymen herzustellen . Derartige Derivate konnen 
beispielsweise modifiziert sein in einzelnen oder mehreren 
Aminosauren durch Substitution, Deletion oder Addition. Die 
Derivatisierung kann beispielsweise iiber site directed 
mutagenesis (ortsspezif ische Mutagenese) erfolgen. Derarti- 
ge Variationen sind fur einen Fachmann ohne weiteres durch- 
fuhrbar. Es mu!3 lediglich sichergestellt sein, daB die cha- 
rakteristischen Eigenschaf ten der Enzyme erhalten bleiben. 

Mit Hilfe der erf indungsgemafien Enzyme und ihrer Homologen 
konnen neue spezifische Wirkstoffe gegen Parasiten gefunden 
werden. 

Insbesondere konnen die oben beschriebenen Detektions- 
Methoden in geeigneten Testkits zum Screening auf antipara- 
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sitare Wirkung von Stoffen verwendet werden. Hierzu gehoren 
Methoden, die dem Fachmann bekannt sind und sich zum Scree- 
ning von Naturstof f en aus Flora und Fauna, aus Pflanzen, 
Algen, Bakterien oder Tieren eignen, und deren Derivate, 
chemischen Bibliotheken, auch Bibliotheken, die mittels dem 
Fachmann bekannter Techniken, einschliefilich der kombinato- 
rischen Chemie erstellt wurden (Pindur et al . Pharmazie in 
unserer Zeit 26 (1997) 24-30; Broach et al. Nature 384 
(1997) 14-6; Lack et al - Chimia 50 (1996) 445-7; Czarnik 
und Ellmann Accounts of chemical research 29 (1996); Chemi- 
cal and engineerings News 74 (1996) 28-73; Lorin et al . 
Chemical reviews 96 (1996) 555-600; Weber et al . Nachrich- 
ten aus Chemie, Technik und Laboratorium 42 (1994) 698- 
702) . 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Verwendung von 
Proteinen oder Teilstucken dieser Proteine, hierzu gehoren 
Proteine oder Teilstucke von Proteinen mit oder auch ohne 
enzymatischer Aktivitat in dem Fachmann bekannten Techniken 
zur Ermittlung von Strukturen des Proteins, insbesondere 
die Charakterisierung der Bindungsstellen, die sich fur die 
Entwicklung von Mittein mit inhibierender Wirkung auf die 
enzymatische Aktivitat eignen. 

Wirkstoffe die mit Hilfe der erf indungsgemafien Proteine 
aufgefunden werden, sind fur die Medizin und der Tiermedi- 
zin von hohem Interesse. 

Die Wirkstoffe, die mit Hilfe der erf indungsgemafien Protei- 
ne gefunden werden, eignen sich bei glinstiger Warmbluterto- 
xizitat zur Bekampfung von pathogenen Parasiten, die bei 
Menschen und in der Tierhaltung und Tierzucht bei Nutz-, 
Zucht-, Zoo-, Labor-, Versuchs- und Hobbytieren vorkommen. 
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Sie sind dabei gegen alle oder einzelne Entwicklungsstadien 
der Schadlinge, sowie gegen resistente und normal sensible 
Parasiten wirksam. Durch die Bekampfung der Parasiten sol- 
len Krankheiten, Todesfalle und Leistungsminderungen (z.B. 
bei der Produktion von Fleisch, Milch, Wolle, Hauten, Eiern 
usw.) vermindert werden, so dafl der Einsatz der Wirkstoffe 
eine wirtschaf tlichere und einfachere Tierhaltung moglich 
ist . 

Unter Verwendung dieser erf indungsgemaiien Verfahren ein- 
schlieiilich der etablierten Assays (Ansatze) konnte gezeigt 
werden, dafl die Aktivitat der DOXP-Reduktoisomerase durch 
3- (N-acetyl-N-hydroxyamino) propylphosphonat und derivative 
3- (N-f ormyl-N-hydroxyamino) propylphosphonat ( f osmidomycin) 
gehemmt wird. Beide Substanzen stammen aus einer chemischen 
Library von Acylhydrcxylaminoalkylphosphonsaurederivaten. 
Diese Verbindungsgruppe wurde in der Vergangenheit als her- 
bizid und als bakterizid beschrieben (US 4693742, 
DE2733658). Hier zeigte sich die Effizienz des Systems fur 
das Auffinden von antiparasitaren Wirkstoffen. Die Ergeb- 
nisse aus. den Enzymassays kcnnten auch in der Malariakultur 
(siehe Beispiele) una ira Tierversuch (siehe Beispiele) be- 
statigt werden. Die mittels dieser Enzymassays ermittelten 
Inhibitoren konnten das Wachstum von Malariaparasiten in 
vitro und in vivo hemmen. Eine Behandlung der Tiere uber 
einem Zeitraum von 8 Tagen zeigte eine Heilung der Tiere. 
Hier zeigte die Acetylform eine dreifach hohere Wirksamkeit 
als die Formylf orm. Dieses Ergebnis ist sehr uberraschend, 
da wesentlich hohere (bis zu lOOOx) . Konzentrationen 3- (N- 
acetyl-N-hydroxyamino) propylphosphonat benotigt werden, um 
das Bakterienwachstum zu hemmen. 

Damit sind das erf indungsgemafie Verfahren zur Identifizie- 
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rung von Wirkstoffen und die erfindungsgemalien Wirkstoffe 
zur therapeutischen und prophylaktischen Behandlung von In- 
fektionen bei Mensch und Tier geeignet, die durch Parasi- 
ten, Pilze oder Viren hervorgeruf en werden. Die Verbindun- 
gen sind als Prophylaxe gegen sowie zur Behandlung von In- 
fektionen, hervorgeruf en durch Erreger der Malaria und der 
Schlafkrankheit sowie der Chagas-Krankheit, der Toxoplasmo- 
se f der Amobenruhr, der Leishmaniosen, der Trichomoniasis, 
der Pneumozystose, der Balantidiose, der Kryptosporidiose, 
der Sarkozystose, der Akanthamobose, der Naeglerose, der 
Kokzidiose, der Giardiose und der Lambliose geeignet. 

Die erfindungsgemalien Verfahren und erf indungsgemalien Wirk- 
stoffe eignen sich besonders zur Behandlung der Malaria, 
der Schlafkrankheit und der Leishmaniosen. 

Die erfindungsgemalien Wirkstoffe eignen sich auch zur Inhi- 
bition des Stoffwechselwegs von Bakterien, und von Pflan- 
zen. Damit eignen sich Substanzen, die erf indungsgemali als 
inhibitoren des DOXP-Stof fwechselweges identif iziert wer- 
den, auch zur Anwendung als Herbizide und zur Anwendung bei 
der Behandlung von bakteriellen Infektionen bei Mensch und 
Tier . 

Zu den fur eine Behandlung geeigneten Nutz- und Zuchttieren 
gehoren Saugetiere, wie z.B. Rinder, Pferde, Schafe, 
Schweine, Ziegen, Kamele, Wasserbiif fel, Esel, Kaninchen, 
Salz- und Suliwasserfische, wie z. B. Forellen, Karpfen und 
Aale. Zu den geeigneten Labor- und Versuchstieren gehoren 
Mause, Ratten, Meerschweinchen, Goldhamster, Hunde, Katzen 
und Schweine. Zu den geeigneten Hobbytieren gehdren Hunde 
und Katzen. Die Anwendung kann sowohl prophylaktisch als 
auch therapeutisch erfolgen. Die Anwendung der Wirkstoffe 
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erfolgt direkt oder in Form von geeigneten, dem Fachmann 
bekannten Zubereitungen wie enteral, parenteral, dermal 
oder nasal. 

Die erfindungsgemaJlen Wirkstoffe konnen in Kombination mit 
alien dem Fachmann bekannten Antiinf ektiva verwendet wer- 
den. Hierzu gehoren Substanzen, die antibakterielle, anti- 
parasitare, antivirale oder fungizide Wirkungen haben. 
Hierzu gehoren Antiinf ektiva, die in der Roten Liste und in 
der Fachliteratur (Allgemeine und spezielle Pharmakologie 
und Toxikololgie von Forth et al. Bl-Wissenschaf tsverlag, 
Mannheim 1998; Antibiotikatherapie von Simon und Stille, 
Schattauer-Verlag, Stuttgart 1993) aufgefuhrt sind. 

Da einige Parasiten sowohl uber dem Mevalonat- 
Stoffwechselweg, als auch uber dem DOXP-Stof f weehselweg 
verfugen, betrifft die Erfindung weiter die Kombination von 
.Inhibitoren des DOXP-Stof fwechselweges mit Mitteln, die den 
Fettstoffwechselweg inhibieren, einschlieJilich Inhibitoren 
der Synthese oder der Aufnahme von Lipiden, insbesondere 
Inhibitoren des Mevalonat-Stof fwechselweges . Hier seien 
insbesondere die Inhibitoren der Ezyme HMG-COA-Synthase und 
Inhibitoren der HMG-CoA-Reduktase genannt. Zu den Inhibito- 
ren der HMG-CoA-Reduktase zahlen insbesondere Lovastatin 
und Derivate, Mevastatin und Derivate, Compactin und Deri- 
vate, Simvastatin und Derivate, Pravastatin und Derivate, 
Atorvastatin und Derivate, Fluvastatin und Derivate und Ce- 
rivastatin und Derivate. 



Beispiel 1 
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Expressionsklonierung des die DOXP-Reductoisomerase codie- 
renden Gens von P. falciparum. 

Die Klonierung des die DOX-Reductoisomerase von P. falci- 
parum codierenden Gens erfolgte durch PCR-Amplif ikation der 
entsprechenden Sequenzen von genomischer DNA als Matrize. 
Zur Gewinnung von genomischer DNA wurde der P. falciparum- 
Stamm HB3 nach der Kerzentopf -Methode kultiviert (Tranger 
und Jensen (1976), Science 193, 673-675). Als Kulturmedium 
wurde RPMI 1640 (mit HEPES und L-Glutamin, Gibco) mit 10 % 
humanem Serum, 0.3 ug / ml Gentamycin und 0 . 1 mM Hypoxan- 
thin supplementiert und mit humanen Erythrozyten ein Hama- 
tokrit von 5 % eingestellt. Fur die Preparation der DNA 
wurden 15 Kulturschalen mit je 35 ml Kulturvolumen bei ca . 
4 % Parasitamie verwendet. Die infizierten Erythrozyten 
wurden durch Zentrif ugation geerntet und zweimal in Trager- 
Puffer (57 mM NaCl, 58 mM KC1, 1 mM NaH 2 P0 4 , 7 mM K 2 HP0 4/ 11 
mM NaHC0 5 , 14 mM Glucose) gewaschen. Die Parasiten wurden 
aus den Erythrozyten freigesetzt, indem das Zellsediment 
mit einem lOfachen Volumen 1 %iger Saponinlosung in Trager- 
Puffer fur 5 min auf Eis lysiert wurde (modifiziert nach 
Kilejian (1979), Proc. Natl. Acad. Sci . USA 76, 4650-4653). 
Die freien Parasiten wurden zweimal durch Zentrif ugation 
(10 min, 10.000 rpm, 4 °C) mit einer Losung von 1 % BSA in 
Trager-Puf fer gewaschen. Die DNA-Praparation aus den gewon- 
nenen freien Parasiten erfolgte nach Standardprotokollen. 
Zunachst wurden die Parasiten mit Proteinase K verdaut. 
Dann wurde der Ansatz viermal mit Phenol / Chloroform ex- 
trahiert, die DNA-L6sung uber Nacht gegen TE dialysiert und 
anschliefiend mit Isopropanol prazipitiert . 

Fur die PCR-Amplif ikation wurden folgende Primer verwendet: 
Pf YAEMf or 5 ^-CTGAATTTCATATTACAAAATTAATAGATG-3 * 
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Pf YAEMrev 5 x -GTACTATGAAGAATTATGTTTGTTGTATAT-3 A . 

Fur die PCR-Reaktion wurde folgender Ansatz verwendet: 

3 ul 10 x PCR-Puffer 

2,4 ul 25 mM MgS0< 

2,4 ul 2,5 mM dNTP 

2 yl Matrizen-DNA (0,2 ug / ml) ■ 

2 ul Primer 1 (7,5 uM) 

2 ul Primer 2 (7,5 uM) 

0.2 ul Taq-Polymerase (5 U / uD 
16 ul H 2 0 

Die Amplifikation erfolgte mit folgendem Profil: 

3 Zyklen: 96°C 1 min 

4 8°C 1 min 
7.2 °C 3 min 
32 Zyklen: 95 °C 40 sec 

48°C 1 min 
72°C 3 min 

Nach dem letzten Zyklus wurde der Ansatz zur vollstandigen 
Verlangerung aller Produkte noch 10 min bei 72°C inkubiert. 
Das PCR-Produkt von 4 derartigen Ansatzen wurde vereinigt 
und iiber ein 0.7 %iges Agarosegel gereinigt. Die Elution 
der DNA aus dem Agaroseblockchen erfolgte mit dem „Kit for 
DNA extraction" (Millipore, Kat. Nr. S667) . Die eluierte 
DNA wurde mit Ethanol prazipitiert und in 10 pi H 2 0 aufge- 
nommen. Anschliefiend wurde das PCR-Produkt nach den Vor- 
schriften des Herstellers mit dem TA-cloning kit (Invitro- 
gen) kloniert. Dabei wurden 20 mg insert-DNA fur einen Li- 
gationsansatz verwendet. Bakterienkolonien, die das ge- 
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wtinschte rekombinante Plasmid trugen, wurden durch analyti- 
sche Plasmidpraparation und EcoR I- Verdau der Plasmide 
identif iziert . Die klonierten PCR-Produkte wurden dann un- 
ter Verwendung von Standard- Forward- und Reverse-Primern 
sequenziert; die Sequenzen wurden mit der Technik des Pri- 
mer Walkings vervollstandigt . 

Fur die Expression in C0S-7- Zellen wurde ein PCR-Produkt, 
das in der entsprechenden Orientierung im pCR2 . 1-Vektor 
vorlag, in den Expressionsvektor pBK-CMV (Stratagene) um- 
kloniert. Die Umklonierung erfolgte dabei liber die Schnitt- 
stellen der Restriktionsenzyme Not I und BamH I, die im Po- 
lylinker beider Vektoren vorkommen. Fur die Transfektion 
der C0S-7-Zellen wurde der Expressionsvektor mit dem PCR- 
Produkt als Insert uber Anionenaustausch-Chromatographie 

(Qiagen) im praparativen Maflstab hergestellt. 
Alle ftir die Klonierung verwendeten Methoden sind ausfuhr- 
lich beschrieben in J. Sambrook, E . F. Fritsch, T, Maniatis 

(1989), Molecular cloning: a laboratory manual, 2nd editi- 
on, Cold Spring Habor Laboratory Press, Cold Spring Habor, 
USA. 

Die C0S~7-Zellen wurden in DMEM-Medium mit 10 % FCS unter 
Standardbedingungen kultiviert. Pro Zellkulturf lasche wur- 
den 30 ml Kulturmedium berechnet. Fur die Transfektion wur- 
den Zellen bei ca. 50 % Konfluenz verwendet, die am Vortag 
frisch gesplittet worden waren. Als Transf ektionsreagenz 
wurde DOTAP (Boehringer) verwendet. 40 ul DNA-Losung (0,5 
pg / ml) wurden mit 110 pi 20 mM HEPES (pH 7,4) gemischt. 
Auflerdem wurden 100 pi DOTAP mit 230 pi 20 mM HEPES (pH 
7,4) in einem Polystyrol-Reaktionsgef afi gemischt. Dann wur- 
de die DNA-Losung zu der DOTAP-Losung zupipettiert und 15 
min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefiend wurde der 
Ansatz mit 20 ml Kulturmedium gemischt und das Medium der 
COS-7-Zellen durch dieses Gemisch ersetzt. Am folgenden Tag 
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wurden die Zellen mit frischem Medium in neue Zellkultur- 
flachen transf erriert . Nach weiterer 48stundiger Inkubation 
wurden die transf izierten C0S-7-Zellen geerntet. Dazu wur- 
den die Zellen abgeschabt und dreimal durch Zentrifugation 
in Assay-Puffer (100 mM TrisHCl (pH 7,5), 1 mM MnCl 2 ) ge- 
waschen. -Die Zellen- wurden in einera minimalen Volumen As- 
say-Puffer resuspendiert . und durch dreimaliges Einfrieren 
(in flussigem Stickstoff) und Auf tauen auf geschlossen . 
Zellf ragmente wurden in einem 1 . 5 ml Reaktionsgef ail abzen- 
tifugiert (13 000 rpm, 10 min, 4 °C) und der Uberstand di- 
rekt fur die Messung der Enzymaktivitat oder zur Aufreini- 
gung des Enzyms verwendet. 

Beispiel 2 

Reinigung der rekombinanten DOXP-Reductoisomerase von P. 
falciparum 

Zur genaueren Charakterisierung wurde die in COS-7-Zellen 
exprimierte rekombinante DOXP-Reductoisomerase von P. fal- 
ciparum zur weitgehenden Homogenitat auf gereinigt . Die Rei- 
nigung erfolgte liber einen af f initatschromatogrphischen und 
einen gelpermeationschromatographischen Schritt. 
Zur Herstellung einer geeigneten Af f initatschromatographie- 
Saule wurden zunachst Antikdrper gegen die DOXP- 
Reductoisomerase von P. falciparum hergestellt. Dazu wurden 
aus der von der DNA-Sequenz abgeleiteten Aminosaurensequenz 
solche Abschnitte ausgewahlt, fur die eine besonders hohe 
antigene Wirkung vorausgesagt werden konnte. Entsprechende 
Peptide wurden synthetisiert und fur die Immunisierung von 
Kaninchen eingesetzt. Die Qualitat der erhaltenen Antiseren 
wurde sowohl anhand ihrer Reaktivitat mit den synthetischen 
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Peptiden, als auch durch Western blot-Analysen bestatigt. 
Fur die Western blot-Analysen (BM Western Blotting Kit, 
Boehringer) wurden Extrakte aus P. falciparum und rekombi- 
nanten COS-Zellen verwendet. 

Zur Herstellung der Af f initatchromatographie-Saule wurde 
das Antiserum zur Beseitigung niedermolekularer Amine gegen 
PBS dialysiert. Die Antikorper wurden dann an Protein A- 
Sepharose gebunden und durch Cross-linking mit DMP kovalent 
gekoppelt (IgG Orientation Kit, Pierce) . Der Proteinextrakt 
wurde wie in Beispiei 1 beschrieben aus 55 Zellkulturf la- 
chen mit transf izierten C0S-7-Zell'en gewonnen und auf die 
mit Assay-Puffer aquiiibrierte Saule geladen. Nach exzessi- 
vem Waschen mit Assay-Puffer wurde die Saule mit Elutions- 
Puffer (100 mM GlycinHCl (pH 2,8), 0.4 % CHAPS) eluiert. 
Das Eluat wurde sofort mit 1 M TrisHCl (pH 7,5) neutrali- 
siert. Die Hauptf raktionen wurden durch Westen blot-Analyse 
identifiziert. Dazu wurden fur die Detektion biotinylierte 
Antikorper verwendet, urn eine Storung durch von der Saule 
in geringer Menge eluierte Antikorper zu vermeiden. Die 
Hauptfraktionen wurden vereinigt, gegen Assay-Puffer dialy- 
siert und durch Ultrafiltration (30 kDa, Amicon) konzen- 
triert. Die weitere Reinigung erfolgte durch Gelpermeation- 
schromatogrphie (Superdex 200, Pharmacia) mit Assay-Puffer 
als Start- und Elutions-Puf f er . Die Hauptfraktionen wurden 
wie oben beschrieben identifiziert, vereinigt und konzen- 
triert, mit 20 % Glygerin versetzt und bei -70°C eingefro- 
ren. Durch SDS-PAGE (12 % Acrylamid) unter reduzierenden 
Bedingungen und Silberf arbung (Gelcode Colour Silver Stain 
Kit, Pierce) wurde die gereinigte DOXP-Reductoisomerase von 
P. falciparum als einheitliche Bande bei 54 kDa darge- 
stellt . 

Beispiei 3 
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Bestimmung der Aktivitat des gereinigten Enzyms und Scree- 
ning nach Inhibitoren 



Die DOXP-Reductoisomerase-Aktivitat des gereinigten Enzyms 
wurde in einem in vi tro-Versuchssystem bestatigt. Fiir einen 
typischen Versuchsansatz wurdenlOO ul Assay-Puffer mit 0,3 
mM NADPH, 0,3 mM DOXP und 10 ug rekombinantem Enzym verwen- 
det. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von DOXP zum kom- 
pletten Ansatz gestartet. Die Oxidation von NADPH wurde 
photometrisch bei 340 nm in Mikroquarzkiivetten bei 37°C 
verfolgt. Dieses Versuchssystem wurde verwendet, urn die In- 
hibition der rekombinanten DOXP-Reductoisomerase von P. 
falciparum durch verschiedene Substanzen zu zeigen. Nach 
Zugabe von 1 uM 3- (N-Formyl-N-hydroxylamino) -propyl - 
.phosphonsaure-mononatriumsalz und und 1 uM 3- (N-Acetyl-N- 
hydroxylamino) -propyl-phosphonsaure-mononatriumsalz zum Re- 
aktionsansatz war keine Veranderung der Absorption bei 340 
nm zu beobachten. Unter diesen Bedingungen wurde die DOXP- 
Reductoisomerase von P. falciparum vollstandig inhibiert. 

Beisoiel 4 . 



Test der Wirksamkeit der Substanzen gegen Malaria in 



vivo 



Die verschiedenen Derivate wurden nach dem modif izierten 
Peters' Test getestet. Die Substanzen wurden dabei in einem 
Viertel der halblethalen Dosis (LD50) appliziert. Bei dem 
Versuchsansatz wurden zehn Mause mit Plasmodium vinckeii, 
dem Erreger der Mausemalaria, infiziert. Nach Bestatigung 
der Infektion' durch Blutuntersuchung erfolgte die Behand- 
lung in vier Mausen. Als Kontrolle dienten sechs Mause, die 
nicht behandelt wurden. Die Behandlung mit 1-1000 mg/kg/d , 
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3- (N-Formyl-N-Hydroxylamino) - 

propylphosphonsauremononatriumsalz uber 3 Tage fuhrte zu 
einer Abtotung der Parasiten im Blut der Mause. Die behan- 
delte Gruppe war bereits nach einem Tag frei von lebenden 
Parasiten. Die Kontrollmause mufiten am Tag 5 nach Infektion 
bei einer Parasitamie von > 80% getotet werden. Die behan- 
delten Mause waren auch 8 Wochen nach Behandlungsende immer 
noch frei von Parasiten. Weitere Experimente zeigten eine 
Wirksamkeit von 50 mg/kg/d 3- (N-Formyl-N-hydroxylamino) - 
propyl-phosphonsaure-mononatriumsalz in Mausen mit einer 
Parasitamie von 80%. Auch diese Mause waren nach 1 Tag frei 
von lebenden Parasiten. Die weiteren Ergebnisse fur 3- (N- 
Formyl-N-hydroxylamino ) -propyl-phosphonsaure- 
mononatriumsalz und 3- (N-Acetyl-N-hydroxylamino) -propyl- 
phosphonsaure-mononatriumsalz sind in Figur 5 dargestellt. 

Beispiel 5 

Schutzwirkung vor Malaria beim Versuch mit infizierten Mau- 
sen 

Die Wirksamkeit der Verbindungen in vivo gegenuber Malaria 
wurde unter Heranziehen von 20 bis 25 g schweren mannlichen 
Mausen (BALB/c-Stamm) getestet. Einen Tag vor der Infektion 
wurden vier Mause intraperitoneal mit 50 mg/kg 3- (N-Formyl- 
N-hydroxylamino) -propylphosphonsaure-mononatriumsalz behan- 
delt. Die Mause wurden dann mit Plasmodium vinckeii infi- 
ziert. Mause, die nicht mit der Substanz vorbehandelt wur- 
den, dienten als Kontrolle. Es konnte in den behandelten 
Mausen keine Infektion nachgewiesen wurden, wahrend die 
Kontrollmause nach 5 Tagen mit einer Parasitamie uber 80% 
getotet werden. Die behandelten Mause waren auch 8 Wochen 
nach der Infektion frei von Parasiten. 
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Beispiel 6 

In vitro Inhibition des Wachs turns von Malaria Parasiten 
Zum Prinzip der IC50-Bestimmung'. (die Konzentration, bei der 
die Vitalitat der Parasiten um die Halfte reduziert wird) 

Zur Bestimmung der IC50-Werte werden die Malariaparasiten 
zunachst fur einen vollstandigen 48-Stunden-Zyklus in Ge- 
genwart von Inhibitoren kultiviert, in den anschlieflenden 
24 Stunden wurde die Uberlebensrate durch [ 3 H] -Hypoxanthin- 
Einbau gemessen. Auf einer Mikrotiterplatte wird eine Ver- 
dunnungsreihe von 3- (N-Fbrmyl-N-hydroxylamino) - 
propylphosphonsauremononatriumsalz in 10-fach konzentrier- 
ten 20-yl-Aliquots vcrgelegt. Dann werden zu jedem Well 180 
\il Parasitensuspensicn in Kulturmedium zugefiigt. Es werden 
asynchrone Kulturen mit ca. 0,4% Parasitamie und 2 % Hama- 
tokrit verwendet. Anschlieflend werden die Mikrotiterplatten 
fur 48 h inkubiert. Darin werden zu jedem Well 30 ul [ 3 H]- 
Hypoxanthin zugefugt. Nach 24-stundiger Inkubation wurden. 
die Zellen geerntet und die inkorporierte Radioaktivitat 
wurde gemessen. In den Figuren 6a, 6b und 6c sind die Er- 
gebnisse mit den Stammen HB3, A2 und Dd2 mit bekannten Re- 
sistenzen gegen andere Malaria-Medikamente dargestellt. In 
beiden Stammen ergibt sich ein IC-50-Wert von unter 0,5 pM. 
Die Resistenzen dieser Stamme sind: 

Plasmodium falciparum HB3 (Honduras) ist gegen Pyrimethamin 
resistent. 

Plasmodium falciparum Dd2 (Indochina) ist gegen Cloroquin, 
Chinin, Pyrimethamin, Cycloguanil und Sulfadoxin resistent. 
Plasmodium falciparum A2 (Gambia) ist gegen Chloroquin und 
Cycloguanil resitent. 
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Es wurden keine Kreuzresistenzen mit Anti-Malaria-Mitteln 
gefunden. 
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Patent ansprtiche 

1. Verfahren zum Auffinden von chemischen Wirkstof f en, die 
zur Therapie von Inf ektionskrankheiten, hervprgeruf en 
durch ein- oder mehrzellige Parasiten geeignet sind, da- 
durch gekennzeichnet, daft man Proteine, die am 1-Desoxy- 
D-xylulose-5-Phosphat-Stof fwechselweg beteiligt sind, 
oder deren gleichwirkende Derivate mit den auf -ihre 
Wirksamkeit gegenuber Parasiten zu untersuchenden Wirk- 
stoffen in Beruhrung bringt und die Wirkstoffe, die die 
Proteine oder deren Derivate inhibieren, auswahlt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daft 
die Proteine an mindestens einem der folgenden Schritte 
a)-i) , 

a) Umsetzung von Glycerinaldehyd und Pyruvat zu 1- 
Desoxy-D-xylulose, 

b) Umsetzung von Glycerinaldehyd-3-Phosphat und Pyruvat 
zu Isopentenyldiphosphat , 

c) Bildung von l-Desoxy-D-xylulose-5-Phosphat , 

d) Umsetzung von Glycerinaldehyd-3-Phosphat und Pyruvat 
zu l-Desoxy-D-xylulose-5-Phosphat , 

e) Umsetzung von l-Desoxy-D-xylulose-5-Phosphat 

f) Bildung von 2-C-Methyl-D-erythritol-4-Phosphat , 

g) Umsetzung von .l-Desoxy-D-xylulose-5-Phosphat zu 2-C- 
Methyl-D-erythritol-4-Phosphat, 

h) Umsetzung von 2-C-Methyl-D-erythritol-4-Phosphat , 

i) Umsetzung von 2-C-Methyl-D-erythritol-4-Phosphat zu 
Isopentenyldiphosphat 

beteiligt sind. 
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3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, dali der Wirkstoff die Produktion der be- 
teiligten Enzyme oder der beteiligten Co-Faktoren, ins- 
besondere den Umsatz des Enzyms l-Desoxy-D-xylulose-5- 
Phosphat-Synthase oder l-Desoxy-D-xylulose-5-Phosphat- 
Reduktoisomerase hemmt,.oder 

den Abbau der beteiligten Enzyme oder beteiligten Co- 
Faktoren fordert. 

4. Protein mit oder ohne l-Desoxy-D-xylulose-5-Phosphat- 
Synthase Aktivitat, welches am l-Desoxy-D-xylulose-5- 
Phosphat-Stoffwechselweg beteiligt ist und a) codiert 
wird von der in Figur lb und 2b gezeigten DNA-Sequenz 
oder b) codiert wird von DNA-Sequenzen, die mit den in 
Figur lb oder 2b gezeigten DNA-Sequenzen oder Fragmenten 
dieser DNA-Sequenzen im DNA-Bereich, der fur das reife 
Protein codiert, hybridisieren . 

5. Protein mit oder ohne l-Desoxy-D-xylulose-5-Phosphat- 
Reduktoisomerase Aktivitat, das am 1-Desoxy-D-xylulose- 
5-Phosphat-Stoffwechselweges beteiligt ist, dadurch ge- 
kennzeichnet, dali es a) codiert wird von der in Figur la 
und 2a gezeigten DNA-Sequenz oder b) codiert wird von 
DNA-Sequenzen, die mit den in Figur la oder 2a gezeigten 
DNA-Sequenzen oder Fragmenten dieser DNA-Sequenzen im 
DNA-Bereich, der fur das reife Protein codiert hybridi- 



sieren. 



6. Protein nach den Anspruchen 4 oder 5 und weitere Protei- 
ne, die am l-Desoxy-D-xylulose-5-Phosphat- 
Stoffwechselweges beteiligt sind, dadurch gekennzeich- 
net, daft sie aus den Kulturiiberstanden von Parasiten 
oder aus den auf geschlossenen Parasiten durch Aufreini- 
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gung uber chromatographische und elektrophoretische 
Techniken erhaltlich sind. 

7. Protein nach einem der Anspruche 4 bis 6, dadurch ge- 
kennzeichnet / daG es a) das Produkt einer prokaryonti- 
schen oder eukaryontischen Expression einer exogenen DNA 
ist, b) codiert wird von den Sequenzen la, lb, 2a oder 
2b oder codiert wird von DNA-Sequenzen, die mit den in 
den Figuren la, lb, 2a oder 2b gezeigten DNA-Sequenzen 
oder Fragmenten dieser DNA-Sequenzen im DNA-Bereich, der 
das reife Protein codiert, hybridisieren, oder c) co- 
diert wird von DNA-Sequenzen, die ohne Degeneration des 
genetischen Codes mit den in b) definierten Sequenzen 
hybridisieren wurden und fur ein Polypeptid mit entspre- 
chender Aminosauresequenz codieren. 

8. Protein gemall einem der vorangehenden Anspruche 4 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, da/3 es aus den Aminosauren der 
Sequenzen 2a, 2b, 3a oder 3b besteht. 

9. Protein nach einem der Anspruche" 4 bis 8, dadurch ge- 
kennzeichnet, dalb das Protein l-Desoxy-D-xylulose-5- 
Phosphat-Synthase oder l-Desoxy-D-xylulose-5-Phosphat- 
Redukto-isomerase ist. 

10. Nukleinsaure, welche ein Protein gemafi einem der An- 
spruche 4 bis 9 codiert, dadurch gekennzeichnet, dali sie 
ausgewahlt ist aus der Gruppe a) der in den Figuren la, 
lb, 2a, 2b gezeigten DNA-Sequenzen oder der komplementa- 
ren DNA-Sequenzen, b) Nukleinsauresequenzen, die mit der 
Sequenz von a) hybridisieren, c) Nukleinsauresequenzen, 
die ohne die Degeneration des genetischen Codes mit ei- 
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ner der in a) oder b) genannten Sequenzen hybridisieren 
wurden. 

11. DNA, dadurch gekennzeichnet , dali sie eine Sequenz auf- 
weist, ausgewahlt aus der Gruppe, die aus der in Figur 
la gezeigten Sequenz, der in Figur lb gezeigten Sequenz, 
der in Figur 2a gezeigten Sequenz und der in Figur 2b 
gezeigten Sequenz besteht. 

12. Rekombinanter Expressionsvektor, der DNA enthalt, die 
ein Protein nach den Anspriichen 4 bis 9 codiert und in 
einem transf ormierten Mikroorganismus oder einem trans- 
formierten eukaryontischen Zelle, oder in einem Tier 
oder eine Pflanze die proteincodierende DNA exprimiert. 

13. Wirtszelle, insbesondere prokaryontische Wirtszelle, 
eukaryontische Wirtszelle, Tiere und Pflanzen, welche 
mit einer DNA, die ein Protein nach den Anspriichen 4 bis 
9 codiert, transfiziert ist und das genannte Protein 
produzieren kann. 

14. Wirtszelle nach Anspruch 13, die E. coli oder eine 
Saugerzellinie ist. 

15. Verwendung von DNA, die fur ein Protein nach den An- 
spriichen 4 bis 9 codiert, zur Transf ektion eines proka- 
ryontischen oder eukaryontischen Organismus. 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dali das Protein aus Parasiten oder aus 
Kulturtiberstanden von Parasiten-Kulturen iiber chromato- 
graphische und elektrophoretische Techniken gewonnen 
wird. 
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17. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3 und 16, da- 
durch gekennzeichnet, daft das Protein durch Expression 
der DNA, die ein Protein nach einem der Anspruche 4 bis 

9 codiert, in einer geeigneten Wirtszelle und Isolierung 
des Proteins aus der Wirtszelle oder aus dem Kulturiiber- 
stand der Wirtszelle rekombinant hergestellt wird. 

18. Verwendung eines Proteins aus dem 1-Desoxy-D-xylulose- 
5-Phosphat-Stof fwechselweg gemafi einem der Anspruche 4 
bis 8 als Antigen oder Immunogen zur Herstellung von An- 
tikorpern, die an dieses Protein binden. 

19. Antikorper gegen ein Protein. aus dem 1-Desoxy-D- 
xylulose-5-Phosphat-Stof fwechselweg gemali einem der An- 
spruche 4 bis 9, erhaltlich durch in-vitro- 
Immunisierungstechniken oder durch Immunisierung eines 
Tieres mit einem Protein gemali einem der vorangehenden 
Anspriachen und Gewinnung der Antikorper aus dem Serum 
oder aus den Milzzellen der immunisierten Tiere. 

20. Verwendung eines Proteins gemali einem der Anspruche 4 
bis 9 zur Identif izierung von antiparasitar wirkenden 
Stoffen. 

21". Verwendung eines Antikorpers gema/i Anspruch 19 zur 
Identif izierung eines antiparasitar wirkenden Stoffes. 

22. Verfahren zum Nachweis von Nukleinsauren, welche ein 
Protein gemali einem der Anspruche 4 bis 9 codieren, da- 
durch gekennzeichnet, dali die zu untersuchende Probe mit 
einer Nukleinsauresonde inkubiert wird, welche aus der 
Gruppe ausgewahlt ist, die aus a) der in den Figuren la 
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und lb gezeigten DNA-Sequenzen oder der dazu komplemen- 
taren Sequenz, b) Nukleinsauren, die mit einer der Se- 
quenzen von a) hybridisieren bestehen, die Nukleinsaure- 
sonde mit der Nukleinsaure der Probe inkubiert wird und 
die Hybridisierung ggf. iiber einen weiteren Bindepartner 
von Nukleinsauresonde nachgewiesen wird. 

23. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet , 
dali die nachzuweisende Nukleinsaure vor dem Nachweis am- 
plifiziert wird. 

24. Testsysteme unter Verwendung eines Proteins gemali ei- 
nem der vorangehenden Anspruchen zur Identif izierung ei- 
nes antiparasitar wirkenden Stoffes. 

25. Wirkstoff zur Herstellung eines Arzneimittels zur Be- 
handlung von Inf ektionskrankheiten verursacht durch ein- 
oder mehrzellige Parasiten, dadurch gekennzeichnet, dali 
er unter Verwendung eine Testsystems nach Anspruch 24 
identif iziert wird. 

26. Wirkstoff zur Herstellung eines Herbizids Oder eines 
Arzneimittels zur Behandlung von Inf ektionskrankheiten 
verursacht durch Bakterien, dadurch gekennzeichnet, dali 
er unter Verwendung eine Testsystems nach Anspruch 24 
identifiziert wird. 

27. Wirkstoff zur Herstellung eines Arzneimittels zur Be- 
handlung von infektionskrankheiten verursacht durch ein- 
oder mehrzellige Parasiten, dadurch gekennzeichnet, daB 
er die Enzyme oder Co-Faktoren des 1-Desoxy-D-xylulose- 
5-Phosphat-Stof f wechselweges hemmt . 
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28. Wirkstoff nach Anspruch 25 oder 27, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft er mindestens einen der folgenden Schritte 
a)-i), 

a) Umsetzung von Glycerinaldehyd und Pyruvat zu 1- 
Desoxy-D-xylulose, 

b) Umsetzung von Glycerinldehyd-3-Phosphat und Pyruvat 
zu Isopentenyldiphosphat, 

c) Bildung von l-Desoxy-D-xylulose-5-Phosphat , 

d) Umsetzung von Glycerinldehyd-3-Phosphat und Pyruvat 
zu l-Desoxy-D-xylulose-5-Phosphat, 

e) Umsetzung von l-Desoxy-D-xylulose-5-Phosphat 

f) Bildung von 2-C-Methyl-D-erythritol-4-Phosphat , 

g) Umsetzung von l-Desoxy-D-xylulose-5-Phosphat zu 2-C- 
Methyl-D-erythritol-4-Phosphat, 

h) Umsetzung von 2-C-Methyl-D-erythritol-4-Phosphat , 

i) Umsetzung von 2-C-Methyl-D-erythritol-4-Phosphat zu 
Isopentenyldiphosphat hemmt. 

29. Wirkstoff nach Anspruch 25, 27 oder 28, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl der Wirkstoff die Produktion der be- 
teiligten Enzyme oder der beteiligten Co-Faktoren, ins- 
besondere den Umsatz des Enzyms l-Desoxy-D-xylulose-5- 
Phosphat-Synthase oder l-Desoxy-D-xylulose-5-Phosphat- 
Reduktoisomerase hemmt, oder 

den Abbau der beteiligten Enzyme oder beteiligten Co- 
Faktoren fordert. 

30. Wirkstoff nach einem der Anspruche 25 bis 27, dadurch 
gekennzeichnet, daft der Wirkstoff 3- (N-acetyl-N- 
hydroxyamino) -propylphosphonat oder 3- (N-f ormyl-N- 
hydroxyamino) propyl-phosphonat ist . 
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31. Verwendung eines Wirkstoffs nach Anspruch 25, 27 bis 
30 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung 
von Infektionskrankheiten verursacht durch ein- oder 
mehrzellige Parasiten, insbesondere von Malaria, der 
Schlaf krankheit und der Leishmaniosen. 

32. Verwendung nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet , 
daii das Arzneimittel ferner einen oder mehrere Bestand- 
te.ile der Gruppe aufweist, die aus Henunern der 
Fettstof fwechselwege, der Cholesterinsynthese, der Cho- 
lesterinauf nahme besteht . 

33. Verwendung nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, 
daft der Hemmer der Fettstof fwechselwege ein HMG-CoA- 
Reduktase-Hemmer oder ein HMG-CoA-Synthase-Hernmer , ins- 
besondere Lovastatin, Mevastatin, Compactin, Simvasta- 
tin, Pravastatin, Atorvastatin, Fluvastatin und Ceriva- 
statin, ist . 
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AT GAAGAAATATAT T TATAT ATAT TTTTTCTT CATC AC AAT 

AACTATTAATGATTTAGTAATAAATAATACATCAAAATGTGTTTCCATTG 

AAAGAAGAAAAAATAACGCATATATAAATTATGGTATAGGATATAATGGA 

CCAGATAATAAAATAACAAAGAGTAGAAGATGTAAAAGAATAAAGTTATG 

CAAAAAGGATTTAATAGATATTGGTGCAATAAAGAAACCAATTAATGTAG 

C AAT T T T T GGAAG T AC T G G TAG T AT AGG TAC G AAT G C T T TAAAT ATAAT A 

AGGGAGTGTAATAAAATTGAAAATGTTTTTAATGTTAAAGCATTGTATGT 
GAATAAGAGTGTGAATGAAT TATATGAACAAGCTAGAGAAT T T T TACCAG 
AAT AT T T G T G TAT AC AT G AT AAAAG T G TATAT GAAGAAT TAAAAGAAC T G 

GTAAAAAATATAAAAGATTATAAACCTATAATATTGTGTGGTGATGAAGG 
GAT GAAAGAAATAT G TAG TAG TAAT AG T ATAGATAAAAT AG T T AT T GG TA 

TTGATTCTTTTCAAGGATTATATTCTACTATGTATGCAATTATGAATAAT 
AAAATAGTTGCGTTAGCTAATAAAGAATCCATTGTCTCTGCTGGTTTCTT 
T T T AAAG AAAT TAT TAAAT AT T C AT AAAAAT G C AAAGAT AAT AC C T G T T G 
AT T CAGAACATAG TGCTATAT T TCAAT G T T TAGATAATAATAAGGTAT TA 
AAAACAAAAT G T T TACAAGACAAT T T T T C TAAAAT TAAC AATAT AAAT AA 

AATATTTTTATGTTCATCTGGAGGTCCATTTCAAAATTTAACTATGGACG 
AAT T AAAAAATGT AACAT CAGAAAAT G C T T T AAAGCATC C TAAATGGAAA 

ATGGGTAAGAAAATAACTATAGATTCTGCAACTATGATGAATAAAGGTTT 
AGAG G T T AT AGAAAC C CAT T T T T TAT T T GAT G T AGAT TAT AAT GAT AT AG 
AAG T TAT AG T ACAT AAAGAAT GC AT T ATACAT T C T TG T G T TGAAT T TATA 
GAC AAAT C AG TAAT AAG T C AAAT G T AT TAT C C AGAT AT G CAAAT AC C CAT 
AT TATAT T C T T TAAC AT G G C C T GAT AG AAT AAAAAC AAAT T T AAAAC C T T 

TAGATTTGGCTCAGGTTTCAACTCTTACATTTCATAAACCTTCTTTAGAA 
CAT TTCCCGTG TAT TAAAT TAG C T T AT C AAG C AGG TAT AAAAG G AAAC T T 
T T AT C C AAC T G TAC TAAAT G C G T CAAAT G AAAT AG C T AACAAC T TAT T T T 
T G AAT AAT AAAAT TAAAT AT T T T GAT AT T T C C T C TAT AAT AT C G C AAG T T 

CTTGAATCTTTCAATTCTCAAAAGGTTTCGGAAAATAGTGAAGATTTAAT 
G AAG CAAAT T C TAC AAAT AC AT TCTTGGGC C AAAGAT AAAG C T AC C GAT A 
TAT ACAAC AAACAT AAT T C TTCATAG 
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GGTAATATACGTATAATATATATATAATATATTCTTACGTATGTATCATT 
TATGAATCATAATAATATTCTAAATTTACCTTCCGTTTTTGCTCGATCTT 
CTCATTTTCGTTTCAGCTTTTATCAATGATTTTTAATTATGTGTTTTTTA 
AGAACTTTGTACCAGTTGTTCTATACATTCTCCTTATAATATATATTAAC 
TTAAATGGCATGAATAATAAAAATCAAATAAAAACAGAAAAAATTTATAT 
AAAGAAATTGAATAGGTTGTCAAGGAAAAATTCGTTATGTAGTTCTAAAA 
AT AAAAT AGC AT GCTTGTTC GAT AT AG GAAAT GAT GAT AAT AG AAAT AC G 
AC AT AT GGC T AT AAT G T G AAT G T T AAAAAT GAT GAT AT T AAT T CC T TAC T 
AAAAAAT AAT TAT AG T AAT AAAT T GT AC AT G G AT AAGAGGAAAAATAT TA 
ATAATGTAATTAGTACTAATAAAATATCTGGGTCCATTTCAAATATTTGT 
AGTAGAAATCAAAAAGAAAATGAACAAAAAAGAAATAAACAAAGATGTTT 
AACTCAATGTCACACTTATAATATGTCACATGAACAGGACAAACTAGCTA 

ATGATAATAATAGGAATAAT AAAAAGAAT T T T AAT T TAT TATTTATAAAT 
TATTTTAATTTGAAACGAATGAAAAATTCTCTTCTAAATAAAGACAATTT 
CTTTTACTGTAAAGAAAAAAAATTGTCATTTCTGCATAAGGCCTATAAAA 
AAAAAAATTGCACTTTTCAAAATTATAGTTTAAAAAGAAAATCTAATCGT 

GAT T C AC AT AAAT TGTTTTCTG GAG AAT T T G AC GAT TAT AC AAAT AAT AA 
TGCTTTATATGAATCCGAAAAAAAAGAATACATTACACTAAATAATAATA 
AT AAAAAT AAT AAT AAT AAAAAT AAT GAT AAT AAAAAT AAT GATAATAAT 
GAT TAT AAT AAT AAT AAT AG T T G T AAT AAT T TAGGAGAGAGATCCAATCA 
T TATGATAATTATGGT GGAGATAAT AAT AAT C CAT GTAATAATAATAATG 
AC AAAT AT GAT AT AG G AAAAT AT T T C AAAC AG AT T AAT AC C T T TAT T AAT 
ATTGATGAATATAAAAC T AT AT AT GGT GAT GAAAT ATATAAAGAAATATA 
T G AAC TAT AT G T AG AAAG AAAT AT T C C T G AAT AT TAT G AAC GAAAAT AT T 
T T TCAGAAGATAT T AAAAAGAG T G T C C TAT T T GAT AT AGAT AAAT AT AAT 
GAT G T C GAAT T T G AAAAAG C T AT AAAAG AAG AAT T T AT AAATAAT GGAG T 
T TAT AT TAAT AAT AT AGAT AAT AC AT AT T AT AAAAAAGAAAATAT T T T AA 
T AATGAAAAAGAT AT T ACAT TAT T T C C CAT TAT T AAAAT T AAT TAATAAT 
CCATCAGAT T T AAAAAAG T T AAAAAAAC AAT AT T T ACC T T TAT TAGCACA 
TGAAT TAAAAAT AT T T T TAT T T T T TAT T G T AAATAT AACAGGAGGTCAT T 
TTTCCTCTGTTTTAAGCTCTTTAGAAATTCAATTATTATTATTGTATATT 
T T TAAT CAACCATAT GAT AAT G T TAT AT AT GAT AT AGGAC ATCAAGCAT A 
T G T AC AT AAGAT AT T G AC C G G AAG AAAAC TAT TAT T T C TAT CAT T AAGAA 
AT AAAAAAGG TAT TAG T G GAT T C C T AAAT AT T T T T G AAAG TAT T TAT GAT 
AAATTTGGGGCTGGTCACAGTTCCACTTCATTAAGTGCTATACAAGGATA 
TTATGAAGCCGAGTGGCAAGTGAAGAATAAAGAAAAATATGGAAATGGAG 
ATAT AGAAAT AAG T GAT AAC G C AAAT G T C AC GAAT AAT G AAAGGAT AT T T 
C AAAAAGGAAT AC AC AAT GAT AAT AAT AT T AAC AAT AAT AT TAAT AATAA 
TAATTATATCAATCCTTCAGATGTGGTAGGAAGAGAAAATACGAATGTAC 
CAAATGTACGAAATGATAACCATAACGTGGATAAAGTACACATTGCTATT 
ATAGGAGATGGTGGTTTAACAGGTGGAATGGCATTAGAAGCGTTAAATTA 

TAT T TCATT C T T GAAT T C T AAAAT T T TAAT TAT T TAT AAT GAT AACGGAC 
AAGTTTCTTTACCAACAAATGCCGTAAGTATATCAGGTAATAGACCTATA 
GG T T C T AT ATCAGAT CAT T TAC AT TAT TTTGTTTC T AAT AT AGAAGC AAA 
TGCTGGTGATAATAAATTATCGAAAAATGCAAAAGAGAATAACATTTTTG 
AAAATTTGAATTATGATTATATTGGTGTTGTGAATGGTAATAATACAGAA 
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GAGCTCTTTAAAGTATTAAATAATATAAAAGAAAATAAATTAAAAAGAGC 
TACTGTTCTTCATGTACGTACAAAAAAATCGAATGATTTTATAAATTCAA 
AGAGTCCAATAAGTATATTGCACTCTATAAAGAAAAATGAGATTTTCCCT 
TTCGATACCACTATATTAAATGGAAATATTCATAAGGAGAACAAGATAGA 
AGAAGAGAAAAAT G T G T C T T CAT C T AC AAAG TAT GAT G TAAATAATAAGA 
AT AAT AAAAAT AAT G AT AAT AG T GAAAT T AT AAAAT AT GAAGAT AT G T T T 
T CAAAAGAGAC G T T C AC AGAT AT AT AT AC AAAT GAAAT G T TAAAATAT T T 
AAAGAAAGATAGAAATAT AATAT T C C TAT C T C C C G C TAT GT TAGGAGGAT 
CAGGATTGGTTAAAATTAGTGAGCGTTATCCAAATAATGTATATGATGTA 
GG TATAGCAGAACAACAT T C T G TAAC T T T C G C AGC AGC T ATGGCAATGAA 
TAAGAAAT TAAAAATACAAT TAT G TAT AT AT T C GAC C T T T T TACAAAGAG 
CAT AT GAT C AAAT TAT AC AT GAT C T T AAT T T AC AAAAT AT AC C T T T AAAG 
G T T ATAAT T GGAAG AAG T G GAT TAG TAG GAGAG GAT G G G G C AAC AC AT C A 
AGG TATAT AT GAT T TAT C T TAT C T T G G GAC AC T TAACAATGC AT ATATAA 

TATCTCCAAGTAATCAAGTTGATTTGAAAAGAGCTCTTAGGTTTGCTTAT 
T T AGAT AAGGAC CATTCTGTG TAT AT AC G TAT AC C C AG AAT GAAC AT AT T 
AAG T GAT AAG T AC AT GAAAG GAT AT T T G AAC AT T CAT A T GAAAAAT GAGA 
G C AAAAAT AT C GAT G T AAAC G T G G AT AT AAAC GAT GAT G T AGAT AAAT AT 
AGTGAAGAATATAT GGAC GAT GAT AAT T T TAT AAAAT C G T T TAT TGGAAA 
ATC T AGAAT TAT TAAAAT G GAT AAT GAAAATAATAATACAAATGAACAT T 
ATTCAAGCAGAGGAGATACACAGACAAAAAAAAAAAAAGTTTGTATCTTT 
AACATGGGTAGTATGCTTTTTAATGTAATTAATGCTATAAAAGAAATTGA 
AAAAGAACAATATAT T T CACATAAT TAT T C T T T T TCAAT TGTTGATATGA 
TAT T T T TAAATC C T T T AGAT AAAAAT AT GAT AGAT CAT G T AATAAAACAA 
AATAAACAT CAAT AT T TAAT T AC T TAT G AAGATAAT AC TATAGG T GG T T T 
T T C T ACAC AT T T C AAT AAT TAT T T AAT AGAAAATAAT TATAT TACAAAAC 
AT AAC T TATATG T T CAT AAT AT T T AT T TAT C TAAT GAGC C AAT T GAACAT 

GCATCTTTTAAGGATCAACAAGAAGTCGTCAAAATGGATAAATGTAGTCT 
T G T CAAT AGAAT T AAAAAT T AT C T T AAAAAT AAT C C T AC AT GAT G TAAGA 
TAAATATATAT T T C TAAAAT TAT TTTTTTTT TATAC T T TAATGTGTACAA 

TAAAATATATATCTAAATATATTTTATTTGTACGCTTTTTTTTTTTTTTT 
TTTAATTGTTATTTTTGTATAT 
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atgaagaaatatatttatatatattttttcttcatcacaataactattaatgatttagta 

MKKYIYIYFFFITITINDLV 
ataaataatacatcaaaatgtgtttccattgaaagaagaaaaaataacgcatatataaat 

INNTSKCVS IERRKNNAYIN 
tatggtataggatataatggaccagataataaaataacaaagagtagaagatgtaaaaga 

YGIGYNGPDNKITKSRRCKR 
ataaagttatgcaaaaaggatttaatagatattggtgcaataaagaaaccaattaatgta 

IKLCKKDLIDIGAIKKPINV 
gcaatttttggaagtactggtagtataggtacgaatgctttaaatataataagggagtgt 

AIFGSTGSIG. TNALNIIREC 
aataaaattgaaaatgtttttaatgttaaagcattgtatgtgaataagagtgtgaatgaa 

NKIENVFN VKALYVNKSVNE 
ttatatgaacaagctagagaatttttaccagaatatttgtgtatacatgataaaagtgta 

LYEQARE FLPEYLCI HDKSV 
tatgaagaattaaaagaactggtaaaaaatataaaagattataaacctataatattgtgt 

YEELKELVKNIKDYKPIILC 
ggtgatgaagggatgaaagaaatatgtagtagtaatagtatagataaaatagttattggt 

GDEGMKE IC-SSNSIDKIVIG 
attgattcttttcaaggattatattctactatgtatgcaattatgaataataaaatagtt 

IDSFQGLYSTMYAIMNNKIV 
gcgttagctaataaagaatccattgtctctgctggtttctttttaaagaaattattaaat 

ALANKES IVSAGFFLKKLLN 
attcataaaaatgcaaagataatacctgttgattcagaacatagtgctatatttcaatgt 

IHKNAKI I PVDSEHSAIFQC 
ttagataataataaggtattaaaaacaaaatgtttacaagacaatttttctaaaattaac 

LDNNKVLKT KCLQDN FSKIN 
aatataaataaaatatttttatgttcatctggaggtccatttcaaaatttaactatggac 

NINKIFLCSSGGPFQNLTMD 
gaattaaaaaatgtaacatcagaaaatgctttaaagcatcctaaatggaaaatgggtaag 

ELKNVTSENALKHPKWKMGK 
aaaataactatagattctgcaactatgatgaataaaggtttagaggttatagaaacccat 

KITIDSATMMNKGLEVIETH 
tttttatttgatgtagattataatgatatagaagttatagtacataaagaatgcattata 

FLFDVDYNDIEVIVHKECII 
cattcttgtgttgaatttatagacaaatcagtaataagtcaaatgtattatccagatatg 

HSCVEFI DK SVISQMYYPDM 
caaatacccatattatattctttaacatggcctgatagaataaaaacaaatttaaaacct 

QIP ILYSLTWPDRIKTNLKP 
ttagatttggctcaggtttcaactcttacatttcataaaccttctttagaacatttcccg 

LDLAQVS T LT F HKPS LEHFP 
tgtattaaattagcttatcaagcaggtataaaaggaaacttttatccaactgtactaaat 

CIKLAYQAGIKGNFYPTVLN 
gcgtcaaatgaaatagctaacaacttatttttgaataataaaattaaatattttgatatt 

ASNE IANNL FLNNKI KYFDI 
tcctctataatatcgcaagttcttgaatctttcaattctcaaaaggtttcggaaaatagt 

SSI ISQVLESFNSQKVSENS 
qaagatttaatgaagcaaattctacaaatacattcttgggccaaagataaagctaccgat 

E D LMKQI LQ I HSWAKDKATD 
atatacaacaaacataattcttcatag 

IYNKHNSS- 
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tcgatcttctcattttcgtttcagcttttatcaatgatttttaattatgtgttttttaag 

a r t r t ^ aC p a ^ tg , ttCtataCattCtCCtta ^ a tatItatta 

, ^ L 'L i i y I NLN G M 

*S a M aaa M tC S aataaaaaCagaaaaaattta,:ataaa 5 aaatt g aata ggttgtca 
.NNKNQ IKTEKIYIKKLNRL S 

aggaaaaattcgttatgtagttctaaaaataaaatagcatgcttgttcgatataggaaat 
S L C S S K.NK IAC L FD I GN 

g J g n ?r ta ? aaataCgaCatatggCtataatgt ^ aat 5 ttaaaaat ^tgatattaat 

D DNRNTTYGYNVNVKND DIN 
tccttactaaaaaataattatagtaataaattgtacatggataagaggaaaaatattaat 

S LLKNNYSNKLYMDKRKNIN 
aatgtaattagtactaataaaatatctgggtccatttcaaatatttgtagtagaaatcaa 

NVlSTNKI SGSrSNICSRNQ 
aaagaaaatgaacaaaaaagaaataaacaaagatgtttaactcaatgtcacacttataat 

KENEQKRNKQRCLTQCHTYN 
a M gt c aCatgaaCaggaCaaaCtagCtaatgataataata ^ aa taataaaaagaatttt 

M S riEQDKLANDNNRNNKK N'F 
aatttattatttataaattattttaatttgaaacgaatgaaaaattctcttctaaataaa 

NLLFINYFNLKRMKNSLLNK 
gacaatttcttttactgtaaagaaaaaaaattgtcatttctgcataaggcctataaaaaa 

DNr FYCKEK KL SF LHKAYKK 
aaaa 5 tt ? Ca ^ ttttCaaaattatagtttaaaaagaaaatctaatc gtgattcacataaa 

K N C T F Q N Y S L K R K S N R D S H K 
ttgtttcctggagaatttgacgattatacaaataataatgctttatatgaatccgaaaaa 

LFSGEFDDYTN NNALY ES EK 
aaagaaCacattacactaaataataataa taaaaataataataataaaaataatgataat 

KEYITLNNNNKNNNNKNNDN 
aaaaataatgataataatgattataataacaataatagttgtaataatttaggagagaga 

KNNDNN DYNNNNSCN NL G E R 

t c Ca ? T tCaCtatgataattatggtggagataataataatccat g ta ataataataatgac 

SN HYDN YGGDNNNPCNNNN D 

aaatatgatataggaaaatatttcaaacagactaatacctttattaatattgatgaatat 
K Y D I GKY FKQ I NT F I N I DE Y 

aaaactatatatggtgatgaaatatataaagaaatatatgaactatatgtagaaagaaat 

^ TIYGD EIYKEIYELYV ERN 
attcctgaatattatgaacgaaaatatttttcagaagatattaaaaagagtgtcctattt 

I P ^YYER .KYFSEDIKKSVLF 
gatatagataaatataatgatgtcgaatttgaaaaagctataaaagaagaatttataaat 

DIDKYNDVEFEKAIKEEFI N 
aatggagcttatattaataatatagataatacatattataaaaaagaaaatattttaata 

NGVYINNIDNTYYKKENILI 
a M ga S aa ^ gatattaCattatttcccattattaaaat: taattaataatccatcagattta 

MKKILHYFPLLKLINNPSDL 

aaaaagttaaaaaaacaatatttacctttattagcacatgaattaaaaatatttttattt 
KKLKKQYL.PL LA H E L K I FL F 

tttattgtaaatataacaggaggtcatttttcctctgttttaagctctttagaaattcaa 
FIVNI TG GHFSSVLS S LE I Q 
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ttattattattgtatatttttaatcaaccatatgataatgttatatatgatataggacat 

LLLLYI FNQPYDNVIYDIGH 
caagcatatgtacataagatattgaccggaagaaaactattatttctatcattaagaaat 

QAYVHKI LTGRKLLFLSLRN 
aaaaaaggtattagtggattcctaaatatttttgaaagtatttatgataaatttggggct 

KKGI SGFLNI FESIYDKFGA 
ggtcacagttccacttcattaagtgctatacaaggatattatgaagccgagtggcaagtg 

GHSS TSLSAIQGYYEAEWQV 
aagaataaagaaaaatatggaaatggagatatagaaataagtgataacgcaaatgtcacg 

KNKEKYGNGD IE I SDNANVT 
aataatgaaaggatatttcaaaaaggaatacacaatgataataatattaacaataatatt 

NNER I FQKGI HNDNNINNNI 
aataataataattatatcaatccttcagatgtggtaggaagagaaaatacgaatgtacca 

NN'NNYINPSDVVGRENTNVP 
aatgtacgaaatgataaccataacgtggataaagtacacattgctattataggagatggt 

NVRNDNHNVDKVHIAI IGDG 
ggtttaacaggtggaatggcattagaagcgttaaattatatttcattcttgaattctaaa 

GLTGGMALEALNYISFLNSK 
attttaattatttataatgataacggacaagtttctttaccaacaaatgccgtaagtata 

ILIIYNDNGQVSLPTNAVSI 
tcaggtaatagacctataggttctatatcagatcatttacattattttgtttctaatata 

SGNRPIGS ISDHLHYFVSNI 
gaagcaaatgctggtgataataaattatcgaaaaatgcaaaagagaataacatttttgaa 

EANAGDNKLS KNA .K .ENN I FE 
aatttgaattatgattatattggtgttgtgaatggtaataatacagaagagctctttaaa 

NLNYDYIGVVNGNNTEELFK 
gtattaaataatataaaagaaaataaattaaaaagagctactgttcttcatgtacgtaca 

VLNNIKENKLKRATVLHVRT 
aaaaaatcgaatgattttataaattcaaagagtccaataagtatattgcactctataaag 

KKSNDFINSKSPISILHSIK 
aaaaatgagattttccctttcgataccactatattaaatggaaatattcataaggagaac 

K N E I FPFDTT ILNGNIHKEN 
aagatagaagaagagaaaaatgtgtcttcatctacaaagtatgatgtaaataataagaat 

ki'eeeknvss STKYDVNNKN 
aataaaaataatgataatagtgaaattataaaatatgaagatatgttttcaaaagagacg 

NKNNDNS E I I KYEDMFSKET 
ttcacagatatatatacaaatgaaatgttaaaatatttaaagaaagatagaaatataata 

FTDI YTNEMLKYLKKDRNI I 
ttcctatctcccgctatgttaggaggatcaggattggttaaaattagtgagcgttatcca 

FLSPAMLGGSGLVKISERYP 
aataatgtatatgatgtaggtatagcagaacaacattctgtaactttcgcagcagctatg 

NNVYDVG I AEQHSVT FAAAM 
gcaatgaataagaaattaaaaatacaattatgtatatattcgacctttttacaaagagca 

AMNKKLKIQLCIYSTFLQRA 
tatgatcaaattatacatgatcttaatttacaaaatatacctttaaaggttataattgga 

YDQI IHDLNLQNIPLKVIIG 
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agaagtggattagtaggagaggatggggcaacacatcaaggtatatatgatttatcttat 
RSGL VGEDGATHQGI YDLSY 

TTT c rTTTT1^ t 'TTT a rT'v t, ; tt m a 

aacatattaagtgataagtacatgaaaggatatttgaacattcatatgaaaaatgagagc 

NI LSDKYMKGYLNIHMKNE S 
aaaaatat=ga t gtaaacgtggatata a acga tg a tg taga t aaa t a t a f gaagaata t 

atggacgatgataattttataaaatcgtttattggaaaatctagaattattaaaatggat 

aaaaaagtttgtatctttaacatgggtagtatgctttttaatgtaattaatgctataaaa 
KK VCI FNMGSML FNVINAIK 

gaaattgaaaaagaacaatatatttcacataattattctttttcaattgttgatatgata 

^ i i^KLQY I S HNYS FS IV DM T 

t F tt rT C f t r tag f a ; aaatatgatagatcatgtaataaaacaaaata aacatcaa 
■ L D K N M I DH V I KQNKH O 

tatttaattacttatgaagataatactataggtggtttttctacacatttcaataattat 
yl.it yedn tiggfsthfnny' 

"aatagaaaataattatattacaaaacataacttatatgttcataatatttatttatct 
L IENNYITKHNLYVHNIYLS 

aatgagccaattgaacatgcatcttttaaggatcaacaagaagtcgtcaaaatggataaa 

t IEHAS FKDQQE'VVKMDK 

tgtagtcttgtcaatagaattaaaaattarcttaaaaataatcctacatgatgtaagata 
CSLVNRIK .NYLKNNPT- 
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MKKYIYIYFFFITITINDLVINNTSKCVSIERRKNNAYINY 

GIGYNGPDNKITKSRRCKRIKLCKKDLIDIGAIKKPINVAI FGSTGSIGTNALNIIRECN 
K I E NVFNVKAL YVNKS VNE L YEQARE FLPE YLC I HDKS VYEE LKELVKN I KDYKP I I LCG 
DEGMKEICSSNSIDKIVIGIDSFQGLYSTMYAIMNNKIVALANKESIVSAGFFLKKLLNI 
HKNAKIIPVDSEHSAIFQCLDNNKVLKTKCLQDNFSKINNINKIFLCSSGGPFQNLTMDE 
LKNVT SENALKHPKWKMGKK I T I DS ATMMNKGLEVI E TH FL FDVDYND I EVI VHKEC 1 1 H 
SCVEFIDKSVISQMYYPDMQIPILYSLTWPDRIKTNLKPLDLAQVSTLTFHKPSLEHFPC 
I KLAYQAG I KGNF Y P T VLNAS NE I ANNL FLNNK I KY FD I S S 1 1 S QVLE S FNS QKVS ENS E 
DLMKQI LQ I HSWAKDKATD I YNKHNS S 
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MIFNYVFFK 

NFVPWLYILLIIYINLNGMNNKNQIKTEKIYIKKLNRLSRKNSLCSSKNKIACLFDIGN 
DDNRNTTYGYNVNVKNDDINSLLKNNYSNKLYMDKRKNINNVISTNKISGSISNICSRNQ 
KENEQKRNKQRCLTQCHTYNMSHEQDKLANDNNRNNKKNFNLLFINYFNLKRMKNSLLNK 
DNFFYCKEKKLSFLHKAYKKKNCTFQNYSLKRKSNRDSHKLFSGEFDDYTNNNALYESEK 
KEYITLNNNNKNNNNKNNDNKNNDNNDYNNNNSCNNLGERSNHYDNYGGDNNNPCNNNND 
KYDIGKYFKQINTFINIDEYKTIYGDEIYKEIYELYVERNIPEYYERKYFSEDIKKSVLF 
DIDKYNDVEFEKAIKEEFINNGVYINNIDNTYYKKENILIMKKILHYFPLLKLINNPSDL 
KKLKKQYLPLLAHELKIFLFFIVNITGGHFSSVLSSLEIQLLLLYIFNQPYDNVIYDIGH 
QAYVHKILTGRKLLFLSLRNKKGISGFLNIFESIYDKFGAGHSSTSLSAIQGYYEAEWQV 
KNKE K YGNG D I E I S DNANVTNNE R I FQKG I HNDNN I NNN I NNNN Y I NPS D WGRENTNVP 
NVRNDNHNVDKVH IAIIGDGGL T GGMALE ALN Y I S FLNS K I L 1 1 YNDNG Q VS L P TNAVS I 

SGNRPIGSISDHLHYFVSNIEANAGDNKLSKNAKENNIFENLNYDYIGWNGNNTEELFK 
VLNN I KENKLKRAT VL HVRT KKS NDFINSKSPISILHSI KKNE I FP FDT T I LNGN I HKEN 
K I EEEKNVS S S TK YDVNNKNNKNNDNS E 1 1 K YE DM FSKE T FT D I YTNEMLKYLKKDRN 1 1 
FLSPAMLGGSGLVKISERYPNNVYDVGIAEQHSVTFAAAMAMNKKLKIQLCIYSTFLQRA 
YDQIIHDLNLQNIPLKVIIGRSGLVGEDGATHQGIYDLSYLGTLNNAYIISPSNQVDLKR 
ALRFAYLDKDHSVYIRIPRMNILSDKYMKGYLNIHMKNESKNIDVNVDINDDVDKYSEEY 
MDDDNFIKSFIGKSRIIKMDNENNNTNEHYSSRGDTQTKKKKVCIFNMGSMLFNVINAIK 
EIEKEQYISHNYSFSIVDMIFLNPLDKNMIDHVIKQNKHQYLITYEDNTIGGFSTHFNNY 
LIENNYITKHNLYVHNIYLSNEPIEHAS FKDQQEWKMDKCSLVNRIKNYLKNNPT 
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1 GATGAAATAT ATAAAGAAAT ATATGAACTA TATGTAGAAA GAAATATTCC 
51 TGAATATTAT GAACGAAAAT ATTTTTCAGA AG AT ATT AAA AAGAGTGTCC 
101 TATTTGATAT AGATAAATAT AATGATGTCG AATTTGAAAA AGCTATAAAA 
151 GAAGAATTTA TAAATAATGG AGTTTATATT AATAATATAG ATAATACATA 
201 TTATAAAAAA GAAAATATTT TAATAATGAA AAAGATATTA CATTATTTCC 
251 CAT TAT T AAA ATTAATTAAT AATCCATCAG ATTTAAAAAA GTTAAAAAAA 
301 CAATATTTAC CTTTATTAGC ACATGAATTA AAAATATTTT TATTTTTTAT 
351 TGTAAATATA ACAGGAGGTC ATTTTTCCTC TGTTTTAAGC TCTTTAGAAA 
401 TTCAATTATT ATTATTGTAT ATTTTTAATC AACCATATGA TAATGTTATA 
451 TATGATATAG GACATCAAGC AT AT GT AC AT AAGATATTGA CCGGAAGAAA 
501 ACT AT TAT TT CTATCATTAA GAAATAAAAA AGGTATTAGT GGATTCCTAA 
551 ATATTTTTGA AAGTATTTAT GATAAATTTG GGGCTGGTCA CAGTTCCACT 
601 TCATTAAGTG CTATACAAGG ATATTATGAA GCCGAGTGGC AAGTGAAGAA 
651 TAAAGAAAAA TATGGAAATG GAGATATAGA AATAAGTGAT AACGCAAATG 
7 01 TCACGAATAA TGAAAGGATA TTTCAAAAAG GAATACACAA TGATAATAAT 
751 ATTAACAATA ATATTAATAA TAATAATTAT ATCAATCCTT CAGATGTGGT 
801 AGGAAGAGAA AATACGAATG TACCAAATGT ACGAAATGAT AACCATAACG 
851 TGGATAAAGT ACACATTGCT ATTATAGGAG ATGGTGGTTT AACAGGTGGA 
901 ATGGCATTAG AAGCGTTAAA TTATATTTCA TTCTTGAATT CTAAAATTTT 
951 AATTATTTAT AATGATAACG GACAAGTTTC TTTACCAACA AATGCCGTAA 
1001 GTATATCAGG TAATAGACCT ATAGGTTCTA TATCAGATCA TTTACATTAT 
1051 . TTTGTTTCTA ATATAGAAGC AAATGCTGGT GATAATAAAT TATCGAAAAA 
1101 TGCAAAAGAG AATAACATTT TTGAAAATTT GAATTATGAT TATATTGGTG 
1151 TTGTGAATGG TAATAATACA GAAGAGCTCT TTAAAGTATT AAATAATATA 
1201 AAAGAAAATA AATTAAAAAG AGCTACTGTT CTTCATGTAC GTACAAAAAA 
1251 ATCGAATGAT TTTATAAATT CAAAGAGTCC AATAAGTATA TTGCACTCTA 
1301 TAAAGAAAAA TGAGATTTTC CCGTTCGATA CC AC TAT ATT AAATGGAAAT 
1351 ATTCATAAGG AGAACAAGAT AGAAGAAGAG AAAAATGTGT CTTCATCTAC 
1401 AAAGTATGAT GTAAATAATA AGAATAATAA AAATAATGAT AATAGTGAAA 
14 51 TTATAAAATA TGAAGATATG TTTTCAAAAG AGACGTTCAC AGATATATAT 
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1501 ACAAATGAAA TGTTAAAATA TTTAAAGAAA GATAGAAATA TAATATTCCT 

1551 ATCTCCCGCT ATGTTAGGAG GATCAGGATT GGTTAAAATT AGTGAGCGTT . 

1601 ATCCAAATAA TGTATATGAT GTAGGTATAG CAGAACAACA TTCTGTAACT 

1651 TTCGCAGCAG CTATGGCAAT GAATAAGAAA TTAAAAATAC AATTATGTAT 

1701 ATATTCGACC TTTTTACAAA GAGCATATGA TCAAATTATA CATGATCTTA 

1751 ATTTACAAAA TATACCTTTA AAGGTTATAA TTGGAAGAAG TGGATTAGTA 

1801 GGAGAGGATG GGGCAACACA TCAAGGTATA TATGATTTAT CTTATCTTGG 

1851 GACACTTAAC AATGCATATA TAATATCTCC AAGTAATCAA GTTGATTTGA 

1901 AAAGAGCTCT TAGGTTTGCT TATTTAGATA AGGACCATTC TGTGTATATA 

1951 CGTATACCCA GAATGAACAT ATTAAGTGAT AAGTACATGA AAGGATATTT 

2001 GAACATTCAT ATGAAAAATG AGAGCAAAAA TATCGATGTA AACGTGGATA 

2051 TAAACGATGA TGTAGATAAA TATAGTGAAG AATATATGGA CGATGATAAT 

2101 TTTATAAAAT CGTTTATTGG AAAATCTAGA ATTATTAAAA TGGATAATGA 

2151 AAATAATAAT ACAAATGAAC ATTATTCAAG CAGAGGAGAT ACACAGACAA 

2201 AAAAAAAAAA AGTTTGTATC TTTAACATGG GTAGTATGCT TTTTAATGTA 

2251 ATTAATGCTA TAAAAGAAAT TGAAAAAGAA CAATATATTT CACATAATTA 

2301 TTCTTTTTCA ATTGTTGATA TGATATTTTT AAATCCTTTA GATAAAAATA 

2351 TGATA 
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10 30 50 

GATGAAATATATAAAGAAATATATGAACTATATGTAGAAAGAAATATTCCTGAATATTAT 
DEIYKEI YELYVERNIPEYY 

70 90 HO 

GAACGAAAATATTTTTCAGAAGATATTAAAAAGAGTGTCCTATTTGATATAGATAAATAT 
ERKY FSEDIKKSVLFDIDKY 

130 150 170 

AATGATGTCGAATTTGAAAAAGCTATAAAAGAAGAATTTATAAATAATGGAGTTTATATT 
NDVEFEKAIKEEFINNGVYI 

190 210 230 

AATAATATAGATAATACATATTATAAAAAAGAAAATATTTTAATAATGAAAAAGATATTA 
NNIDNTYYKKENILIMKKIL 

250 270 2.90 

CATTATTTCCCATTATTAAAATTAATTAATAATCCATCAGATTTAAAAAAGTTAAAAAAA 
HYFPLLKLINNPSDLKKLKK 

310 330 350 

CAATATTTACCTTTATTAGCACATGAATTAAAAATATTTTTATTTTTTATTGTAAATATA 
QYLPLLAHELKI FL.FFIVNI 

370 390 410 

ACAGGAGGTCATTTTTCCTCTGTTTTAAGCTCTTTAGAAATTCAATTATTATTATTGTAT 
TGGHFSSVLSSLEIQLLLLY 

430 450 470 

ATTTTTAATCAACCATATGATAATGTTATATATGATATAGGACATCAAGCATATGTACAT 
I FNQPYDNVIYDIGHQAYVH 

490 510 530 

AAGATATTGACCGGAAGAAAACTATTATTTCTATCATTAAGAAATAAAAAAGGTATTAGT 
KILTGRKLLFLSLRNKKGIS 

550 570 590 

GGATTCCTAAATATTTTTGAAAGTATTTATGATAAATTTGGGGCTGGTCACAGTTCCACT 
GFLN I FES IYDKFGAGHSST 

610 630 650 

TCATTAAGTGCTATACAAGGATATTATGAAGCCGAGTGGCAAGTGAAGAATAAAGAAAAA 
S LSAI QG Y YEAEWQVKNKEK 

670 690 710 

TATGGAAATGGAGATATAGAAATAAGTGATAACGCAAATGTCACGAATAATGAAAGGATA 
YGNGDI E I SDNANVTNNERI 

730 750 770 

TTTCAAAAAGGAATACACAATGATAATAATATTAACAATAATATTAATAATAATAATTAT 
FQKGIHNDNNINNNINNNNY 

790 810 830 

ATCAATCCTTCAGATGTGGTAGGAAGAGAAAATACGAATGTACCAAATGTACGAAATGAT 
INPS DVVGRENTNVPNVRND 

850 870 890 

AACCATAACGTGGATAAAGTACACATTGCTATTATAGGAGATGGTGGTTTAACAGGTGGA 
NHNVDKVHIAII'GDGGLTGG 
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910 930 



950 

ATGGCATTAGAAGCGTTAAATTATATTTCATTCTTGAATTCTAAAATTTTAATTATTTAT 
WKLEALNY ISFLNSKILIIY 

970 990 loin 

AATGATAACGGACAAGTTTCTTTACCAACAAATGCCGTAAGTATATCAGGTAATAGACCT 
«UNGQVSLPTNAVS ISGNRP 

1030 1050 107n 

ATAGGTTCTATATCAGATCATTTACATTATTTTGTTTCTAATATAGAAGCAAATGCTGGT 
■LGSISDHLHYFVSNIEANAG 

1090 1110 1130 

n k^t' ^5 ^ ^^^^^^^^^^^ '^'^ ^ TGAAAATTTGAATTATGAT 

UNKLSKNAKENNIFENLNYD 

1150 H70 nan 

TATATTGGTGTTGTGAATGGTAATAATACAGAAGAGCTCTTTAAAGTATTAAATAATATA 
l b V V N G N N T E E L F KVLNN I 

1210 1230 1250 

K^E^N^Ff^T 1 ^^^y^ 1 ^ ^ AC T G T T C T T C ATGT ACGT ACAAAAAAATCGAATGAT 
KEN. KLKRATVLHVRTKKSND 

1270 1290 1310 

TTTATAAATTCAAAGAGTCCAATAAGTATATTGCACTCTATAAAGAAAAATGAGATTTTC 
1N S KSPI SILHSIKKNEIF 

1330 1350 1370 

CCGTTCGAT ACC AC TAT AT T AAAT GG AAAT AT T C AT AAGG AGAACAAGAT AGAAGAAGAG 
k "TTILNGNIHK ENKIEEE 

1390 1410 1430 

AAAAATGTGTCTTCATCTACAAAGTATGATGTAAATAATAAGAATAATAAAAATAATGAT 
KNVSSSTKYDVNNKNNKN ND 

I 450 1470 1490 

AATAGTGAAATTATAAAATATGAAGATATGTTTTCAAAAGAGACGTTCACAGATATATAT 
NSEIIKY EDMFSKE TFT DIY 

1510 1530 1550 

ACAAATGAAATGTTAAAATATTTAAAGAAAGATAGAAATATAATATTCCTATCTCCCGCT 
TNEMLKYLKKDRNI IFLSP A 

1570 1590 1610 

ATGTTAGGAGGATCAGGATTGGTTAAAATTAGTGAGCGTTATCCAAATAATGTATATGAT 
MLGGSGLVKISERYPNN VYD 

1630 1650 1670 

GTAGGTATAGCAGAACAACATTCTGTAACTTTCGCAGCAGCTATGGCAATGAATAAGAAA 
VGIAEQH S . V T FAAAMAMNKK 

1690 1710 1730 

TTAAAAATACAATTATGTATATATTCGACCTTTTTACAAAGAGCATATGATCAAATTATA 
LKIQLCIYST FL QRAYDQII 

1750 1770 1790 

CATGATCTTAATTTACAAAATATACCTTTAAAGGTTATAATTGGAAGAAGTGGATTAGTA 
HDL N LQNI PLKVI IGRSGLV 

1810 1830 1850 

GGAGAGGATGGGGCAACACATCAAGGTATATATGATTTATCTTATCTTGGGACACTTAAC 
GED GATHQG I YDLSYLGTLN 
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1870 1890 1910 

AATGCATATATAATATCTCCAAGTAATCAAGTTGATTTGAAAAGAGCTCTTAGGTTTGCT 
NAY JLISPSNQVDLKRALRFA 

1930 1950 1970 

T ATTT AGATAAGGACC ATT CT GT GT AT AT AC GT ATACCCAGAATGAACAT AT TAAGTGAT 
YLDKDHSVYI RIPRMNI- LSD 

1990 2010 2030 

AAGT ACAT GAAAGGAT AT TTG AAC ATT C AT AT G AAAAAT GAGAGC AAAAAT ATCGATGT A 
KYMK GYLN I HMKNESKN I DV 

2050 2070 2090 

AACGTGGATATAAACGATGATGTAGATAAATATAGTGAAGAATATATGGACGATGATAAT 
NVDINDDVDKYSEEYMDDDN 

2110 2130 2150 

TTTATAAAATCGTTTATTGGAAAATCTAGAATTATTAAAATGGATAATGAAAATAATAAT 
FIKS FIGKSRI IKMDNENNN 

2170 2190 2210 

ACAAATGAACATTATTCAAGCAGAGGAGATACACAGACAAAAAAAAAAAAAGTTTGTATC 
TNEHYSSRGDTQTKKKKVCI 

2230 2250 2270 

TTTAACATGGGTAGTATGCTTTTTAATGTAATTAATGCTATAAAAGAAATTGAAAAAGAA 
FNMGSMLFNVINAIKEIEKE 

2290 2310 2330 

CAATATATTTCACATAATTATTCTTTTTCAATTGTTGATATGATATTTTTAAATCCTTTA 
QYISHNYS FS IVDMI FLNPL 

2350 
GATAAAAATATGATA 
D K N M I 
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1 


DEIYKEIYEL 


YVERNIPEYY 


ERKYFSEDIK 


KSVLFDIDKY 


NDVEFEKAIK 


51 


EEFINNGVYI 


NNIDNTYYKK 


ENILIMKKIL 


HYFPLLKLIN 


NPSDLKKLKK 


101 


QYLPLLAHEL 


KIFLFFIVNI 


TGGHFSSVLS 


SLEIQLLLLY 


IFNQPYDNVI 


151 


YDIGHQAYVH 


KILTGRKLLF 


LSLRNKKGIS 


GFLNIFESIY 


DKFGAGHSST 


201 


SLSAIQGYYE 


AEWQVKNKEK 


YGNGDIEISD 


NANVTNNERI 


FQKGIHNDNN 


251 


INNNINNNNY 


INPSDWGRE 


NTNVPNVRND 


NHNVDKVHIA 


IIGDGGLTGG 


301 


MALEALNYIS 


FLNSKILIIY 


NDNGQVSLPT 


NAVSISGNRP 


I GS I SDHLHY 


351 


FVSNIEANAG 


DNKLSKNAKE 


NNIFENLNYD 


YIGWNGNNT 


EELFKVLNNI 


401 


KENKLKRATV 


LHVRTKKSND 


FINSKSPISI 


LHSIKKNEIF 


PFDTTILNGN 


451 


IHKENKIEEE 


KNVSSSTKYD 


VNNKNNKNND 


NSEIIKYEDM 


FSKETFTDIY 


501 


TNEMLKYLKK 


DRNIIFLSPA 


MLGGSGLVKI 


SERYPNNVYD 


VGIAEQHSVT 


551 


FAAAMAMNKK 


LKIQLCIYST 


FLQRAYDQII 


HDLNLQNIPL 


KVIIGRSGLV 


601 


GEDGATHQGI. YDLSYLGTLN 


NAYIISPSNQ 


VDLKRALRFA 


YLDKDHSVYI 


651 


RIPRMNILSD 


KYMKGYLNIH 


MKNESKNIDV 


NVDINDDVDK 


YSEEYMDDDN 


701 


FIKSFIGKSR 


IIKMDNENNN 


TNEHYSSRGD 


TQTKKKKVCI 


FNMGSMLFNV 


751 


INAIKEIEKE 


QYISHNYSFS 


IVDMIFLNPL 


DKNMI 
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Dosis 
[mg/kg] 


Parasitemie [%] 


Formyl 


Acetyl 


300 


0.0 


0.0 


30 


0.0 


0.0 


10 


0.0 


0.0 


5 


0.06 ±0.17 


0.0 


2 


11.7 ± 16.5 


0.86 ±0.44 


Kontrolle 


65.9 ± 19.1 


65.9 ±19.1 
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Fig. 6a 
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P. falcipa rum -Kette A2 




Arzneimittelkonzentration [|jM] 
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Fig. 6c 
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Klassischer Acetat/ 
Mevalonat-Patihway 



Alternativer DOX-P 
Pathway 



[1- I3 C] Glucose 

"i 

[3- u C] Triosephosphat 
1 

3x[2- 13 C] Acetyl-CoA 
1 



HOOC 



HMG-CoA 



hooc N><CXoh 

Mevalonat (MVA) 



SCoA 



OPP 



[l- ,3 q Glucose 
I 

{3- ,3 C] Glycerinaldehyd-3- 
phosphat 

I 

[3- C] pyruvat 

^ DOXP-Synthase 
=0 

HO— 

—OH 
(►-OP 

l-Deoxyxylulose-5-P (DOX-P) 
I 

DOXP-Reduktoisomerase 



H, 




OP 



OH 
O OH 



2-C-Methylerythose-4-phosphat 

1 




OP 



OH 
OH OH 



Mevalonat- 5-diphosphat 

^ 2-C-Methylerythritol-4-phosphat 




LXp-opp 



OPP 



hohere Pflanzen (Cytoplasmen) , 
Tiere, Pilze/ Eubakterien 

hohere Pflanzen (Plastide) , 
Fig. 7 Grtinalgen, viele Eubakterien 
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Sequenzprotokoll 
Anzahl der Sequenzen: 2 
(1) ANGABEN ZU SEQUENZ ID NR: 1 

Plasmodium falciparum l-Desoxy-D-xylulose-5-phosphatredukto- 
isomerase (dxr) gen 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 14 67 BASENPAARE 

(B) ART: Nukleotidsequenz 

(C) 'STAMM: HB3 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNA 

(iv) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 
(A) ORGANISMUS: Plasmodium falsiparum 

(ix) MERKMAL 

(A) NAME/SCHLUSSEL : mRNA 

(B) LAGE : 1 . . .1467 
GEN=dxr 

PRODUKT-l-Desoxy-D-xyIuIose-5-phosphatreduktoisomerase 

(ix) MERKMAL 

(A) NAME/SCHLOSSEL: Gen 

(B) LAGE: 1. . .1467 
GEN=dxr 

(ix) MERKMAL 

(A) NAME/SCHLUSSEL : CDS 

(B) LAGE: 1. . .1467 
GEN=dxr 

FUNKTION: bei der Isopentenyidiphosphatbiosynthese beteiligt 
Starrcodon: 1 

PRODUKT=l-Desoxy-D-xylulose-5-phosphatreduktoisomerase 
PROTEIN: 488 Aminosauren 

ORGANISMUS: Plasmodium falciparum; (Apicomplexa) 
STAMM: HB3 

1 

BN8DOCJD: <WO_^99S2938A^JU> 



WO 99/52938 PCT/EP99/02463 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:l 

ATG AAG AAA TAT ATT TAT ATA TAT TTT TTC TTC ATC ACA ATA ACT ATT 

Met Lys Lys Tyr He Tyr He Tyr Phe Phe Phe He Thr He Thr He 

5 10 15 

AAT GAT TTA GTA ATA AAT AAT ACA TCA AAA TGT GTT TCC ATT GAA AGA 

Asn Asp Leu Val He Asn Asn Thr Ser Lys Cys Val Ser He Glu Arg 

20 25 30 



48 



96 



AGA AAA AAT AAC GCA TAT ATA AAT TAT GGT ATA GGA TAT AAT GGA CCA 14 4 
Arg Lys Asn Asn Ala Tyr He Asn Tyr Glu He Glu Tyr Asn Glu Pro 
35 40 45 

GAT AAT AAA ATA ACA AAG AGT AGA AGA TGT AAA AGA ATA AAG TTA TGC 192 
Asp Asn Lys He Thr Lys Ser Arg Arg Cys Lys Arg He Lys Leu Cys 
50 55 60 

AAA AAG GAT TTA ATA GAT ATT GGT GCA ATA AAG AAA CCA ATT AAT GTA 240 
Lys Lys Asd Leu He Asp He Glu Ala He Lys Lys Pro He Asn Val 
65 70 75 80 

GCA ATT TTT GGA AGT ACT GGT AGT ATA GGT ACG AAT GCT TTA AAT ATA 288 
Ala lie Phe Glu Ser Thr Glu Ser He Glu Thr Asn Ala Leu Asn He 

85 90 95 

ATA AGG GAG TGT AAT AAA ATT GAA AAT GTT TTT AAT GTT AAA GCA TTG 336 
He Arg Glu Cys Asn Lys He Glu Asn Val Phe Asn Val Lys Ala Leu 
100 105 110 

TAT GTG AAT AAG AGT GTG AAT GAA TTA TAT GAA CAA GCT AGA GAA TTT 384 
Tyr Val Asn Lys Ser Val Asn Glu Leu Tyr Glu Gin Ala Arg Glu Phe 
115 120 125 



TTA CCA GAA TAT TTG TGT ATA CAT GAT 

Leu Pro Glu Tyr Leu Cys lie His Asp 
130 135 

AAA GAA CTG GTA AAA AAT ATA AAA GAT 

Lys Glu Leu Val Lys Asn lie Lys Asp 
145 150 

GGT GAT GAA GGG ATG AAA GAA ATA TGT 

Glu Asp Glu Glu Met Lys Glu He Cys 

165 



AAA AGT GTA TAT GAA GAA TTA 4 32 
Lys Ser Val Tyr Glu Glu Leu 
• 140 

TAT AAA CCT ATA ATA TTG TGT 4 80 
Tyr Lys Pro lie lie Leu Cys 
155 160 

AGT AGT AAT AGT ATA GAT AAA 528 
Ser Ser Asn Ser lie Asp Lys 
170 175 



ATA GTT ATT GGT ATT GAT TCT TTT CAA GGA TTA TAT TCT ACT ATG TAT 576 
He Val lie Glu lie Asp Ser Phe Gin Glu Leu Tyr Ser Thr Met Tyr 
180 185 190 



2 
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GCA ATT ATG AAT AAT AAA ATA GTT GCG TTA GCT AAT AAA GAA TCC ATT 624 
Ala lie Met Asn Asn Lys lie Val Ala Leu Ala Asn Lys Glu Ser lie 
195 200 205 

GTC TCT GCT GGT TTC TTT TTA AAG AAA TTA TTA AAT ATT CAT AAA AAT 672 
Val Ser Ala Glu Phe Phe Leu Lys Lys Leu Leu Asn lie His Lys Asn 
210 215 220 

GCA AAG ATA ATA CCT GTT GAT TCA GAA CAT AGT GCT ATA TTT CAA TGT 720 
Ala Lys lie lie Pro Val Asp Ser Glu His Ser Ala lie Phe Gin Cys 
225 230 235 240 

TTA GAT AAT AAT AAG GTA TTA AAA ACA AAA TGT TTA CAA GAC AAT TTT 7 68 
Leu Asp Asn Asn Lys Val Leu Lys Thr Lys Cys Leu Gin Asp Asn Phe 

245 250 255 

TCT AAA ATT AAC AAT ATA AAT AAA ATA TTT TTA TGT TCA TCT GGA GGT 816 
Ser Lys lie Asn Asn lie Asn Lys lie Phe Leu Cys Ser Ser Glu Glu 
260 265 270 

CCA TTT CAA AAT TTA ACT ATG GAC GAA TTA AAA AAT GTA ACA TCA GAA 864 
Pro Phe Gin Asn Leu Thr Met Asp Glu Leu Lys Asn Val Thr Ser Glu 
275 280 285 

AAT GCT TTA AAG CAT CCT AAA TGG AAA ATG GGT AAG AAA ATA ACT ATA 912 
Asn Ala Leu Lys His Pro Lys Trp Lys Met Glu Lys Lys lie Thr lie 
290 295 300 

GAT TCT GCA ACT ATG ATG AAT AAA GGT TTA GAG GTT ATA GAA ACC CAT 960 
Asp Ser Ala Thr Met Met Asn Lys Glu Leu Glu Val lie Glu Thr His 
305 310 315 320 

TTT TTA TTT GAT GTA GAT TAT AAT GAT ATA GAA GTT ATA GTA CAT AAA 1008 
Phe Leu Phe Asp Val Asp Tyr Asn Asp lie Glu Val lie Val His Lys 

325 330 335 

GAA TGC ATT ATA CAT TCT TGT GTT GAA TTT ATA GAC AAA TCA GTA ATA 1056 
Glu Cys lie lie His Ser Cys Val Glu Phe lie Asp Lys Ser Val lie 
340 345 350 

AGT CAA ATG TAT TAT CCA GAT ATG CAA ATA CCC ATA TTA TAT TCT TTA 1104 
Ser Gin Met Tyr Tyr Pro Asp Met Gin lie Pro lie Leu Tyr Ser Leu 
355 360 365 

ACA TGG CCT GAT AGA ATA AAA ACA AAT TTA AAA CCT TTA GAT TTG GCT 1152 
Thr Trp Pro Asp Arg lie Lys Thr Asn Leu Lys Pro Leu Asp Leu Ala 
370 375 380 

CAG GTT TCA ACT CTT ACA TTT CAT AAA CCT TCT TTA GAA CAT TTC CCG 1200 
Gin Val Ser Thr Leu Thr Phe His Lys Pro Ser Leu Glu His Phe Pro 
385 390 395 400 
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TGT ATT AAA 
Cys lie Lys 



ACT GTA CTA 
Thr Val Leu 



AAT AAA ATT 
Asn Lys lie 
435 

GAA TCT TTC 
Glu Ser Phe 
450 

AAG CAA ATT 
Lys Gin lie 
465 

ATA TAC AAC 
lie Tyr Asn 



TTA GCT TAT 
Leu Ala Tyr 
405 

AAT GCG TCA 
Asn Ala Ser 
420 

AAA TAT TTT 
Lys Tyr Phe 



AAT TCT CAA 
Asn Ser Gin 



CTA CAA ATA 
Leu Gin lie 
470 

AAA CAT AAT 
Lys His Asn 
485 



CAA GCA GGT 
Gin Ala Glu 



AAT GAA ATA 
Asn Glu lie 
425 

GAT ATT TCC 
Asp He Ser 
440 

AAG GTT TCG 
Lys Val Ser 
455 

CAT TCT TGG 
His Ser Trp 



TCT TCA TAG 
Ser Ser 



ATA AAA GGA 
He Lys Glu 
410 

GCT AAC AAC 
Ala Asn Asn 



TCT ATA ATA 
Ser He He 



GAA AAT AGT 
Glu Asn Ser 
460 

GCC AAA GAT 
Ala Lys Asp 
475 



AAC TTT TAT 
Asn Phe Tyr 
415 

TTA TTT TTG 
Leu Phe Leu 
430 

TCG CAA GTT 
Ser Gin Val 
445 

GAA GAT TTA 
Glu Asp Leu 



AAA GCT ACC 
Lys Ala Thr 



CCA 1248 
Pro 



AAT 1296 
Asn 



CTT 1344 
Leu 



ATG 1392 
Met 



GAT 14 4 0 

Asp 

480 

1467 



(2) AN GAB EN ZU SEQUENZ ID NR: 2 

Plasmodium Falciparum l-Desoxy-D-Xylulose-5-phosphatsynthase (dxs) gen 

(iii) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 3872 BASENPAARE 

(B) ART: Nukleotidsequenz 

(C) STAMM: HB3 

(iv) ART DES MOLEK0LS : DNA 

(v) ' URSPRONGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Plasmodium falsiparum 

(ix) MERKMAL 
(A) NAME/SCHLOSSEL: mRNA 
GEN=dxs 

PRODUKT=l-Desoxy-D-xylulose- 5 -phosphat synthase 
(ix) MERKMAL 

4 
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(A) NAME/SCHLUSSEL: Gen 

(B) LAGErl. .3872 
GEN=dxs 

(ix) MERKMAL " ■ 
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 
GEN=dxs 

FUNKTION: bei der Isopentenyldiphosphatbiosynthese beteiligt 
Startcodon: 1 

PRODUKT=l-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat synthase 
PROTEIN: 1205 Aminosauren 

ORGANISMUS: Plasmodium falciparum; ( Apicomplexa ) 

STAMM: HB3 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:2 

GGTAATATAC GTATAATATA TATATAATAT ATTCTTACGT ATGTATCATT TATGAATCAT 60 

AATAATATTC TAAATTTACC TTCCGTTTTT GCTCGATCTT CTCATTTTCG TTTCAGCTTT 120 

TATCA ATG ATT TTT .AAT TAT GTG TTT TTT AAG AAC TTT GTA CCA GTT GTT 170 
Met lie Phe.Asn Tyr Val Phe Phe Lys Asn Phe Val Pro Val Val 
15 10 15 

CTA TAC ATT CTC CTT ATA ATA TAT ATT AAC TTA AAT GGC ATG AAT AAT - 218 
Leu Tyr lie Leu Leu lie lie Tyr lie Asn Leu Asn Gly Met Asn Asn 

20 25 30 

AAA AAT CAA ATA AAA AC A GAA AAA ATT TAT ATA AAG AAA TTG AAT AGG 266 
Lys Asn Gin lie Lys Thr Glu Lys lie Tyr lie Lys Lys Leu Asn Arg 
35 ' ' 40 45 

TTG TCA AGG AAA AAT TCG TTA TGT AGT TCT AAA AAT AAA ATA GCA TGC 314 
Leu Ser Arg Lys Asn Ser Leu Cys Ser Ser Lys Asn Lys lie Ala Cys 
50 55 .60 

TTG TTC GAT ATA GGA AAT GAT GAT AAT AGA AAT ACG ACA TAT GGC TAT 362 
Leu Phe Asp lie Gly Asn Asp Asp Asn Arg Asn Thr Thr Tyr Gly Tyr 
65 70 75 

AAT GTG AAT GTT AAA AAT GAT GAT ATT AAT TCC TTA CTA AAA AAT AAT 410 
Asn Val Asn Val Lys Asn Asp Asp lie Asn Ser Leu Leu Lys Asn Asn 
80 85 90 95 

TAT AGT AAT AAA TTG TAC ATG GAT AAG AGG AAA AAT ATT AAT AAT GTA 458 
Tyr Ser Asn Lys Leu Tyr Met Asp Lys Arg Lys Asn lie Asn Asn Val 

. 100 105 110 
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ATT ACT ACT AAT AAA ATA TCT GGG TCC ATT TCA AAT ATT TGT ACT AGA 
lie Ser Thr Asn Lys He Ser Gly Ser He Ser Asn He Cys Ser Arg 
H5 120 125 

AAT CAA AAA GAA AAT GAA CAA AAA AGA AAT AAA CAA AGA TGT TTA ACT 
Asn Gin Lys Glu Asn Glu Gin Lys Arg Asn Lys Gin Arg Cys Leu Thr 
130 135 140 

CAA TGT CAC ACT TAT AAT ATG TCA CAT GAA CAG GAC AAA CTA GCT AAT 
Gin Cys His Thr Tyr Asn Met Ser His Glu Gin Asp Lys Leu Ala Asn 
145 150 155 

GAT AAT AAT AGG AAT AAT AAA AAG AAT TTT AAT TTA TTA TTT ATA AAT 
Asp Asn Asn Arg Asn Asn Lys Lys Asn Phe Asn Leu Leu Phe lie Asn 
160 165 170 175 

TAT TTT AAT TTG AAA CGA ATG AAA AAT TCT CTT CTA AAT AAA GAC AAT 
Tvr Phe Asn Leu Lys Arg Met Lys Asn Ser Leu Leu Asn Lys Asp Asn 

180 185 190 



506 



554 



602 



650 



698 



TTC TTT TAC TGT AAA GAA AAA AAA TTG TCA TTT CTG CAT AAG GCC TAT 74 6 
Phe Phe Tyr Cys Lys Glu Lys Lys Leu Ser Phe Leu His Lys Ala Tyr 
!95 200 205 

AAA AAA AAA AAT TGC ACT TTT CAA AAT TAT AGT TTA AAA AGA AAA TCT 794 
Lys Lys Lys Asn Cys Thr Phe Gin Asn Tyr Ser Leu Lys Arg Lys Ser 
210 215 220 

AAT CGT GAT TCA CAT AAA TTG TTT TCT GGA GAA TTT GAC GAT TAT ACA 842 
Asn Arg Asp Ser His Lys Leu Phe Ser Gly Glu Phe Asp Asp Tyr Thr 
225 230 235 

AAT AAT AAT GCT TTA TAT GAA TCC GAA AAA AAA GAA TAC ATT ACA CTA 8 90 
Asn Asn Asn Ala Leu Tyr Glu Ser Glu Lys Lys Glu Tyr He Thr Leu 
240 245 250 255 

AAT AAT AAT AAT AAA AAT AAT AAT AAT AAA AAT AAT GAT AAT AAA AAT 938 
Asn Asn Asn Asn Lys Asn Asn Asn Asn Lys Asn Asn Asp Asn Lys Asn 

260 265 270 

AAT GAT AAT AAT GAT TAT AAT AAT AAT AAT AGT TGT AAT AAT TTA GGA 986 
Asn Asp Asn Asn Asp Tyr Asn Asn Asn Asn Ser Cys Asn Asn Leu Gly 
275 280 285 

GAG AGA TCC AAT CAT TAT GAT AAT TAT GGT GGA GAT AAT AAT AAT CCA 1034 
Glu Arg Ser Asn His Tyr Asp Asn Tyr Gly Gly Asp Asn Asn Asn Pro 
290 295 300 

TGT AAT AAT AAT AAT GAC AAA TAT GAT ATA GGA AAA TAT TTC AAA CAG 1082 
Cys Asn Asn Asn Asn Asp Lys Tyr Asp He Gly Lys Tyr Phe Lys Gin 
305 310 315 
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ATT AAT ACC TTT ATT AAT ATT GAT GAA TAT AAA ACT ATA TAT GGT GAT 1130 
He Asn Thr Phe He Asn He Asp Glu Tyr Lys Thr He Tyr Gly Asd 
32 0 325 330 335 

GAA ATA TAT AAA GAA ATA TAT GAA CTA TAT GTA GAA AGA AAT ATT CCT 1178 
Glu He Tyr. Lys Glu He Tyr Glu Leu Tyr Val Glu Arg Asn He Pro 

340 345 350 

GAA TAT TAT GAA CGA AAA TAT TTT TCA GAA GAT ATT AAA AAG AGT GTC 1226 
Glu Tyr Tyr Glu Arg Lys Tyr Phe Ser Glu Asp He Lys Lys Ser Val 
355 360 365 

CTA TTT GAT ATA GAT AAA TAT AAT GAT GTC GAA TTT GAA AAA GCT ATA 1274 
Leu Phe Asp He Asp Lys Tyr Asn Asp Val Glu Phe Glu Lys Ala He 
370 375 380 

AAA GAA GAA TTT ATA AAT AAT GGA GTT TAT ATT AAT AAT ATA GAT AAT 1322 
Lys Glu Glu Phe He Asn Asn Gly Val Tyr He Asn Asn He Asp Asn 
385 390 395 

ACA TAT TAT AAA AAA GAA AAT ATT TTA ATA ATG AAA AAG ATA TTA CAT 1370 
Thr Tyr Tyr Lys Lys Glu Asn He Leu He Met Lys Lys He Leu His 
400 405 410 415 

TAT TTC CCA TTA TTA AAA TTA ATT AAT AAT CCA TCA GAT TTA AAA AAG 1418 
Tyr Phe Pro Leu Leu Lys Leu He Asn Asn Pro Ser Asp Leu Lys Lvs 

420 425 430 

TTA AAA AAA CAA TAT TTA CCT TTA TTA GCA CAT GAA TTA AAA ATA TTT 14 66 
Leu Lys Lys Glri Tyr Leu Pro Leu Leu Ala His Glu Leu Lys He Phe 
435 440 445 

TTA TTT TTT ATT GTA AAT ATA ACA GGA GGT CAT TTT TCC TCT GTT TTA 1514 
Leu Phe Phe He Val Asn lie Thr Gly Gly His Phe Ser Ser Val Leu 
450 455 4 60 

AGC TCT TTA GAA ATT CAA TTA TTA TTA TTG TAT ATT TTT AAT CAA CCA 1562 
Ser Ser Leu Glu He Gin Leu Leu Leu Leu Tyr He Phe Asn Gin Pro 
465 470 475 

?vr A«?r> f T A ? ™ GAT ATA GGA CAT CAA GCA TAT GTA CAT AAG 1610 

Tyr Asp Asn Val He Tyr Asp He Gly His Gin Ala Tyr Val His Lys 

480 485 . 490 4 £ 5 

ATA TTG" ACC GGA AGA AAA CTA TTA TTT CTA TCA TTA AGA AAT AAA. AAA 1658 
He Leu Thr Gly Arg Lys Leu Leu Phe Leu Ser Leu Arg Asn Lys Lys 

500 505 510 

GGT ATT AGT GGA TTC CTA AAT ATT TTT GAA AGT ATT TAT GAT AAA TTT 1706 
Gly He Ser Gly Phe Leu Asn He Phe Glu Ser He Tyr Asp Lys Phe 
515 520 525 
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GGG GCT GGT CAC AGT TCC ACT TCA TTA AGT GCT ATA CAA GGA TAT TAT 
Gly Ala Gly His Ser Ser Thr Ser Leu Ser Ala lie Gin Gly Tyr Tyr 
530 535 

GAA GCC GAG TGG CAA GTG AAG AAT AAA GAA AAA TAT GGA AAT GGA GAT 
Glu Ala Glu Trp Gin Val Lys Asn Lys Glu Lys Tyr Gly Asn Gly Asp 
545 550 555 

ATA GAA ATA AGT GAT AAC GCA AAT GTC ACG AAT AAT GAA AGG ATA TTT 
lie Glu He Ser Asp Asn Ala Asn Val Thr Asn Asn Glu Arg He Phe 
560 565 570 575 



1754 



1802 



1850 



1898 



CAA AAA GGA ATA CAC AAT GAT AAT AAT ATT AAC AAT AAT ATT AAT AAT 
Gin Lys Gly He His Asn Asp Asn Asn He Asn Asn Asn He Asn Asn 

580 585 590 

AAT AAT TAT ATC AAT CCT TCA GAT GTG GTA GGA AGA GAA AAT ACG AAT 194 6 
Asn Asn Tyr He Asn Pro Ser Asp Val Val Gly Arg Glu Asn Thr Asn 
595 600 605 

GTA CCA AAT GTA CGA AAT GAT AAC CAT AAC GTG GAT AAA GTA CAC ATT 1994 
Val Pro Asn Val Arg Asn Asp Asn His Asn Val Asp Lys Val His He 
610 615 620 

GCT ATT ATA GGA GAT GGT GGT TTA ACA GGT GGA ATG GCA TTA GAA GCG 2042 
Ala He He Gly Asp Gly Gly Leu Thr Gly Gly Met Ala Leu Glu Ala 
625 630 635 

TTA AAT TAT ATT TCA TTC TTG AAT TCT AAA ATT TTA ATT ATT TAT AAT 2090 
Leu Asn Tyr He Ser Phe Leu Asn Ser Lys He Leu He He Tyr Asn 
640 645 650 655 

GAT AAC GGA CAA GTT TCT TTA CCA ACA AAT GCC GTA AGT ATA TCA GGT 2138 
Asp Asn Gly Gin Val Ser Leu Pro Thr Asn Ala Val Ser He Ser Gly 

660 665 670 

AAT AGA CCT ATA GGT TCT ATA TCA GAT CAT TTA CAT TAT TTT GTT TCT 2186 
Asn Arg Pro He Gly Ser He Ser Asp His Leu His Tyr Phe Val Ser 
675 680 685 

AAT ATA GAA GCA AAT GCT GGT GAT AAT AAA TTA TCG AAA AAT GCA AAA 2234 
Asn He Glu Ala Asn Ala Gly Asp Asn Lys Leu Ser Lys Asn Ala Lys 
690 695 700 

GAG AAT AAC ATT TTT GAA AAT TTG AAT TAT GAT TAT ATT GGT GTT GTG 2282 
Glu Asn Asn He Phe Glu Asn Leu Asn Tyr Asp Tyr He Gly Val Val 
705 710 715 

AAT GGT AAT AAT ACA GAA GAG CTC TTT AAA GTA TTA AAT AAT ATA AAA 2330 
Asn Gly Asn Asn Thr Glu Glu Leu Phe Lys Val Leu Asn Asn He Lys 
720 725 730 735 



8 



BNSOOOD: <WO__*96293a»SJ_>. 



WO 99/52938 



PCT/EP99/02463 



GAA AAT 
Glu Asn 



TCG AAT 
Ser Asn 



ATA AAG 
lie Lys 



AAT ATT 
Asn lie 
785 

TCT ACA 
Ser Thr 
800 

AGT GAA 
Ser Glu 



AAA TTA AAA AGA GCT ACT GTT CTT CAT 
Lys Leu Lys Arg Ala Thr Val Leu His 
740 745 

GAT TTT ATA AAT TCA AAG AGT CCA ATA 
Asp Phe lie Asn Ser Lys Ser Pro lie 
755 760 

AAA AAT GAG ATT TTC CCT TTC GAT ACC 
Lys Asn Glu lie Phe Pro Phe Asp Thr 
770 775 

CAT AAG GAG AAC AAG ATA GAA GAA GAG 
His Lys Glu Asn Lys He Glu Glu Glu 

790 



GAT ATA 
Asp He 



ATA ATA 
lie He 



ATT AGT 
He Ser 
865 

CAA CAT 
Gin His 
880 

AAA ATA 
Lys He 



CAA ATT 
Gin He 



ATT GGA 
He Gly 



AAG TAT GAT GTA AAT AAT 
Lys Tyr Asp Val Asn Asn 
805 

ATT ATA AAA TAT GAA GAT 
He lie Lys Tyr Glu Asp 
820 

TAT ACA AAT GAA ATG TTA 
Tyr Thr Asn Glu Met Leu 
835 

TTC CTA TCT CCC GCT ATG 
Phe Leu Ser Pro Ala Met 
850 855 

GAG CGT TAT CCA AAT AAT 
Glu Arg Tyr Pro Asn Asn 

870 

ACT TTC GCA GCA 
Thr Phe Ala Ala 
885 

TGT ATA TAT TCG 
Cys He Tyr Ser 
900 

GAT CTT AAT TTA 
Asp Leu Asn Leu 



AAG AAT AAT 
Lys Asn Asn 
810 

ATG TTT TCA 
Met Phe Ser 
825 

AAA TAT TTA 
Lys Tyr Leu 
840 

TTA GGA GGA 
Leu Gly Gly 



GTA TAT GAT 
Val Tyr Asp 



TCT GTA 
Ser Val 



GCT ATG 
Ala Met 



CAA TTA 
Gin Leu 



ATA CAT 
He His 
915 

AGA AGT 
Arg Ser 
930 



GGA TTA GTA GGA 
Gly Leu Val Gly 
935 



ACC TTT 
Thr Phe 
905 

CAA AAT 
Gin Asn 
920 

GAG GAT 
Glu Asp 



GCA 
Ala 
890 

TTA 
Leu 



ATA 
He 



GGG 
Gly 



GTA CGT ACA AAA AAA 2378 
Val Arg Thr Lys Lys 
750 

AGT ATA TTG CAC TCT 2426 
Ser lie Leu His Ser 
765 

ACT ATA TTA AAT GGA 2474 
Thr lie Leu Asn Gly 
780 

AAA AAT GTG TCT TCA 2522 
Lys Asn Val Ser Ser 
795 

AAA AAT AAT GAT AAT 2570 
Lys Asn Asn Asp Asn 

815 

AAA GAG ACG TTC ACA 2618 
Lys Glu Thr Phe Thr 
830 

AAG AAA GAT AGA AAT 2666 
Lys Lys Asp Arg Asn 
845 

TCA GGA TTG GTT AAA 2714 
Ser Gly Leu Val Lys 
860 

GTA GGT ATA GCA GAA 2762 

Val Gly lie Ala Glu 

875 

ATG AAT AAG AAA TTA 2810 
Met Asn Lys Lys Leu 

895 

CAA AGA GCA TAT GAT 2858 
Gin Arg Ala Tyr Asp 
910 

CCT TTA AAG GTT ATA 2906 
Pro Leu Lys Val He 
925 

GCA ACA CAT CAA GGT 2954 
Ala Thr His Gin Gly 
940 
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ATA TAT GAT TTA TCT TAT CTT GGG ACA CTT AAC AAT GCA TAT ATA ATA 
He Tyr Asp Leu Ser Tyr Leu Gly Thr Leu Asn Asn Ala Tyr He He 
945 950 955 

TCT CCA AGT AAT CAA GTT GAT TTG AAA AGA GCT CTT AGG TTT GCT TAT 
Ser Pro Ser Asn Gin Val Asp Leu Lys Arg Ala Leu Arg Phe Ala Tyr 
960 965 970 975 

TTA GAT AAG GAC CAT TCT GTG TAT ATA CGT ATA CCC AGA ATG AAC ATA 
Leu Asp Lys Asp His Ser Val Tyr lie Arg lie Pro Arg Met Asn lie 

980 985 990 

TTA AGT GAT AAG TAC ATG AAA GGA TAT TTG AAC ATT CAT ATG AAA AAT 
Leu Ser Asp Lys Tyr Met Lys Gly Tyr Leu Asn He His Met Lys Asn 
995 1000 1005 

GAG AGC AAA AAT ATC GAT GTA AAC GTG GAT ATA AAC GAT GAT GTA GAT 
Glu Ser Lys Asn He Asp Val Asn Val Asp He Asn Asp Asp Val Asp 
1010 1015 1020 

AAA TAT AGT GAA GAA TAT ATG GAC GAT GAT AAT TTT ATA AAA TCG TTT 
Lys Tyr Ser Glu Glu Tyr Met Asp Asp Asp Asn Phe He Lys Ser Phe 
1025 1030 1035 

ATT GGA AAA TCT AGA ATT ATT AAA. ATG GAT AAT GAA AAT AAT AAT ACA 
He Gly Lys Ser Arg He He Lys Met Asp Asn Glu Asn Asn Asn Thr 
1040 1045 1050 1055 

AAT GAA CAT TAT TCA AGC AGA GGA GAT ACA CAG ACA AAA AAA AAA AAA 
Asn Glu His Tyr Ser Ser Arg Gly Asp Thr Gin Thr Lys Lys Lys Lys 

1060 1065 1070 

GTT TGT ATC TTT AAC ATG GGT AGT ATG CTT TTT AAT GTA ATT AAT GCT 
Val Cys He Phe Asn Met Gly Ser Met Leu Phe Asn Val He Asn Ala 
1075 1080 1085 

ATA AAA GAA ATT GAA AAA GAA CAA TAT ATT TCA CAT AAT TAT TCT TTT 
He Lys Glu He Glu Lys Glu Gin Tyr He Ser His Asn Tyr Ser Phe 
1090 1095 1100 

TCA ATT GTT GAT ATG ATA TTT TTA AAT CCT TTA GAT AAA AAT ATG ATA 
Ser He Val Asp Met He Phe Leu Asn Pro Leu Asp Lys Asn Met He 
1105 1110 ll 15 

GAT CAT GTA ATA AAA CAA AAT AAA CAT CAA TAT TTA ATT ACT TAT GAA 
Asp His Val He Lys Gin Asn Lys His Gin Tyr Leu He Thr Tyr Glu 
1120 1125 1130 1135 

GAT AAT ACT ATA GGT GGT TTT TCT ACA CAT TTC AAT AAT TAT TTA ATA 
Asp Asn Thr He Gly Gly Phe Ser Thr His Phe Asn Asn Tyr Leu He 

1140 1145 1150 



3002 



3050 



3098 



3146 



3194 



3242 



3290 



3338 



3386 



3434 



3482 



3530 



3578 
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GAA AAT AAT TAT ATT ACA AAA CAT AAC TTA TAT GTT CAT AAT ATT TAT 3626 
Glu Asn Asn Tyr lie Thr Lys His Asn Leu Tyr 'Val His Asn lie Tyr 
1155 1160 1165 

TTA TCT AAT GAG CCA ATT GAA CAT GCA TCT TTT AAG GAT CAA CAA GAA 3674 
Leu Ser Asn Glu Pro lie Glu His Ala Ser Phe Lys Asp Gin Gin Glu 
1170 1175 1180 

GTC GTC AAA ATG GAT AAA TGT AGT CTT GTC AAT AGA ATT AAA AAT TAT 3722 
Val Val Lys Met Asp Lys Cys Ser Leu Val Asn Arg He Lys Asn Tvr 
1185 1190 1 195 

CTT AAA AAT AAT CCT ACA TGA TGTAAGATAA ATATATATTT CTAAAATTAT 3773 
Leu Lys Asn Asn Pro Thr 
1200 1205 

TTTTTTTTTA TACTTTAATG TGTACAATAA AAT AT AT AT C TAAATATATT TTATTTGTAC 3833 
GCTTTTTTTT TTTTTTTTTT AATTGTTATT TTTGTATAT 38 72 
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(54) Title: IDENTIFICATION OF CHEMICAL ACTIVE AGENTS FOR INHIBITING THE l-DESOXY-D-XYLULOSE-5- 
PHOSPHATE BIOSYNTHETIC PATHWAY IN PARASITES 

(54) Bezeichnung: IDENTIFIZIERUNG CHEMISCHER WIRKSTOFFE ZUR HEMMUNG DES 1 -DESOXY-D-XYLULOSE-5- 
PHOSPHAT-BIOSYNTHESEWEGS IN PARA SI TEN 

(57) Abstract 

The invention relates to a method for identifying chemical active agents which are suitable for treating infectious diseases caused by 
single- or multi-celled parasites. According to the method, proteins which form part of the l-desoxy-d-xylulose-5-phosphate metabolic 
pathway or derivatives thereof which act in the same way are brought into contact with the active agents being tested for their effectiveness 
against parasites and those active agents which inhibit the proteins or their derivatives are selected. The invention also relates to the active 
agents which are identified and to their use for producing medicaments for treating parasitic infections. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Auffinden von chemischen Wirkstoffen, die zur Therapie von Infektionskrankheiten 
geeignet sind, die durch ein- oder mehrzellige Parasiten hervorgerufen werden. Bei diesem Verfahren werden Proteine, die am 
l-Desoxy-D-xylulose-5-Phosphat-Stoffwechselweg beteiligt sind, oder deren gleichwirkende Derivate mit den auf ihre Wirksamkeit 
gegenuber Parasiten zu untersuchenden Wirkstoffen in Bertthrung gebracht und die Wirkstoffe, die die Proteine oder deren Derivate 
inhibieren, ausgewahlt Die Erfindung betrifft femer die aufgefundenen Wirkstoffe zur Herstellung von Arzneimitteln gegen parasitare 
Infektionen. 
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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not been established inrespect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the follow: 



ing reasons: 



□ 



Claims Nos.: 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namelv: 



2. [J] ClaimsNos.: 25"29 

because they relate to parts of the international application that do not compiv with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 

See supplemental sheet ADDITIONAL MATTER PCT/ISA/210 



| | ClaimsNos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6 4( a > 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



L □ AS a11 rec J |liired additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 
searchable claims. 

2. Q As all searchable claims could be searched without effort jusufying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3. As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this intemauonal search report 
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4 - | | No squired additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this intemauonal search report is 
— restricted to the invention first mentioned in the claims, it is covered bv claims Nos.: 



Remark on Protest Q The additional search fees were accompanied by the applicant : s protest . 

| | No protest accompanied the payment of additional search fees. 
Form PCT/ISA/2 10 (continuation of first sheet (1 )) (July 1 992) 
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Continued from field 1.2 
Claim nos.: 25-29 

The relevant patent claims 25-29 relate to active agents which are each 
characterised by a desirable characteristic or property, namely that they are 
identified using a testing system in accordance with one of the previous claims. 
The active agents inhibit an enzyme of the 1-desoxy-D-xylulose-5-phosphate 
metabolic pathway. In the present case, the patent claims lack the appropriate 
support or the patent application lacks the necessary disclosure to the extent that 
a meaningful search with regard to the entire scope of protection sought seems 
impossible. Notwithstanding this, the patent claims also lack the clarity required 
by PCT Article 6 since they attempt to define the active agents by the desired 
result in each case. This lack of clarity is also such that it renders a meaningful 
search with regard to the entire scope of protection sought impossible. The 
search was therefore focussed on those parts of the patent claims which appear 
to be clear, supported or disclosed as defined above, that is, those parts 
concerning the active agents in Claim no. 30. 
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Continued from field 1.2 
Claim nos.: 25-29 (in part) 

The relevant patent claims 25-29 relate to active agents which are each 
characterised by a desirable characteristic or property, namely that they are 
identified using a testing system in accordance with one of the previous claims. 
The active agents inhibit an enzyme of the 1-desoxy-D-xylulose-5-phosphate 
metabolic pathway. In the present case, the patent claims lack the appropriate 
support or the patent application lacks the necessary disclosure to the extent that 
a meaningful search with regard to the entire scope of protection sought seems 
impossible. Notwithstanding this, the patent claims also lack the clarity required 
by PCT Article 6 since they attempt to define the active agents by the desired 
result in each case. This lack of clarity is also such that it renders a meaningful 
search with regard to the entire scope of protection sought impossible. The 
search was therefore focussed on those parts of the patent claims which appear 
to be clear, supported or disclosed as defined above, that is, those parts 
concerning the active agents in Claim no. 30. 

The applicant is advised that claims or parts of claims relating to inventions in 
respect of which no international search report has been established cannot 
normally be the subject of an international preliminary examination (PCT Rule 
66.1(e)). As a general rule, the EPO in its capacity as the authority entrusted with 
the task of carrying out an international preliminary examination will not conduct 
a preliminary examination for subjects in respect of which no search has been 
provided. This also applies to cases where the patent claims were amended after 
receipt of the international search report (PCT Article 19) or to cases where the 
applicant presents new patent claims in keeping with the procedure mentioned in 
PCT Chapter II. 
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A. KLASSIFI2ERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 G01N33/68 C12Q1/527 



Nach der Intemationalen Patontklassrfikation (IPK) odor nach dor natlonalen Klaasifikation und der IPK 



B- RECHERCHIERTE GEBIETE 



Rechorchierter Mlndestprufstoft (Klassrfikationssystem und Klassiftkationssymbole ) 

IPK 6 C07K C12N G01N C12Q 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Verbffentlichungen, soweit diese'unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsultierte elektronische Datonbank (Name der Datenbank und evtl. verwendeto Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 
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LANGE, B. MARKUS ET AL: "A family of 
transketolases that directs isoprenoid 
biosynthesis via a mevalonate-i independent 
pathway" 

PROC. NATL. ACAD. SCI. U. S. A. (1998), 
95(5), 2100-2104 , XP002116672 
Letzter Absatz, Zweiter Satz 

-/- 



1-4,9, 
10,12-15 



Weiter© Verbffentlichungen sind der Fortsetzung von Fold C zu 
entnohmen 



Siehe An hang Patentfamitie 



* Besondere Kategorien von angegebenen Verbffentlichungen 

"A" Vorbffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik deftniert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehon ist 

"E 1 " alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dom intemationalen 
Anmeldedatum verbffentlicht worden ist 

"L* Verbffentlichung, die geeignet ist. einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
schein©n zu lassen, oder durch die das Verbffentlichungsdatum einer 
anderen im Roche rchenbericht genannten Verbffontlichung bologt werdon 
soil oder die aus einem anderon besonderen Grund angogeben ist (wie 
ausgofiihrt) 

"O" Verbffontlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eino Benutzung, oino Ausstollung oder andere Maflnahmen bozieht 
"P" Verbffontlichung, die vor dom intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dam beanspruchten Prioritatsdatum verbffentlicht worden ist 



"T" Spatere Verbffontlichung, die nach dom intemationalen Anmeldedatum 
oder dom Prioritatsdatum verbffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kotlidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeltegendon Prinzips Oder der ihr zugrundetiogenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Vorbffentlichung von bosonderer Bodoutung; die boanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Vorbffentlichung nicht als nou oder auf 
_ erfinde rise her Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

'■Y B Verbffontlichung von bosonderer Bodoutung; die boanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erf inderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verbffentlichung mit einer oder m eh reran anderen 
Verbffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

"&" Verbffontlichung, die Mitgtiod derselben Patentfamilie ist 



Oatum dos Abschlusses der intemationalen Recherche 
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Bezetchnung der Veroffentlichung, sowett erforderttch urtter Angabe dor in Betracht kommenden TeHe 


Betr. Anspruch Nr. 


X 


LOIS, LUISA MARIA ET AL: "Cloning and 
characterization of a gene from 
Escherichia coli encoding a 
transketolase-like enzyme that catalyzes 
the synthesis of D-l-deoxyxylulose 
5-phosphate, a common precursor for 
isoprenoid, thiamin, and pyridoxol 
biosynthesis" 

PROC. NATL. ACAD. SCI. U. S. A. (1998), 
95(5), 2105-2110 , XP002116673 
Zusammenf assung; Abbildungen 3,4 


4,9,10, 
12-15 


X 


SPRENGER, GEORG A. ET AL: "Identification 
of a thiamin-dependent synthase in 
Escherichia coli required for the 
formation of the 1-deoxy-D-xylulose 
5-phosphate precursor to isoprenoids, 
thiamin, and pyridoxor* 
PROC. NATL. ACAD. SCI. U. S. A. (1997), 
94(24), 12857-12862 , XP002116674 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 


4,9,10, 
12-15 


X 


0 GREENWOOD: "Fosfomycin and 
fosmidomycin" 

ANTIBIOTICS AND CHEMOTHERAPY, 1997, Seiten 
357-359 359, XP002113259 

ISSN: 0570-3123 
das ganze Dokument 
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E 


DE 197 52 700 A (HOECHST SCHERING AGREVO 
GMBH) 2. Juni 1999 (1999-06-02) 

das ganze Dokument 

& DE 298 00 547 U (HOECHST SCHERING AGREVO 
GMBH) 20. Mai 1999 (1999-05-20) 
das ganze Dokument 


1-4,7, 

9-15, 

17-33 


X 


H C NEU ET AL: "Synergy of Fosmidomycin 
(FR-31564) and Other Antimicrobial Agents" 
ANTIMICROBIAL AGENTS AND CHEMOTHERAPY, 
Bd. 22, Nr. 4, Oktober 1982 (1982-10), 
Seiten 560-563 563, XP002113261 

ISSN: 0066-4804 
das ganze Dokument 


25-33 


X 


H C NEU ET AL: "In Vitro and In Vivo 
Antibacterial Activity of FR-31564, a 
Phosphonic Acid Antimicrobial Agent" 
ANTIMICROBIAL AGENTS AND CHEMOTHERAPY, 
Bd. 19, Nr. 6, Juni 1981 (1981-06), Seiten 
1013-1023 1023, XP002113260 

lOOM. uudo tout 

das ganze Dokument 

-/-- 
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Kategone 0 Bezetchnung der Veroffentlichung, soweit ©rforderlich unter Angabo der in Betracnt kommenden Tails 



Betr, Anspruch Nr, 



KUZUYAMA T ET AL: "Fosmidomyci n , a 
Specific Inhibitor of 1-Deoxy-d-Xylul ose 5 
-Phosphate Reductoi somerase in the 
Nonmevalonate Pathway for Terpenoid 
Biosynthesis" 
TETRAHEDRON LETTERS, 
Bd. 39, Nr. 43, 

22. Oktober 1998 (1998-10-22), Seite 
7913-7916 XP004137840 

ISSN: 0040-4039 
das ganze Dokument 

KUZUYAMA, T. ET AL.: "Direct formation of 

2-C-Methyl-D-Erythritol 4-phosphate from 

1-Deoxy-D-Xylulose 5-phosphate 

Reductoi somerase, a new enzyme in the 

non-mevalonate pathway to isopentenyl 

diphosphate." 

TETRAHEDRON LETTERS, 

Bd. 39, 1998, Seiten 4509-44512, 

XP002116675 

in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 

PUTRA, S.R. ET AL.: "Incorporation of 
'2,3-'13!C2!- and 

4 2 ,4- 1 13 ! C2 ! -D-l-Deoxyxyl ul ose i nto 
ubiquinone of Escherichia coli via the 
Mevalonate-Independent pathway for 
Isoprenoid Biosynthesis." 
TETRAHEDRON LETTERS, 

Bd. 39, 1998, Seiten 23-26, XP002116676 
das ganze Dokument 
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internationSKr recherchenbericht 



rationales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/02463 



Fel d, o^..n.on w , ripn Ao.sna.hen. d,e sich a.s nicht recherchierbar erwiesen haben (Fo rtsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1j 
GemaB ArtiKel 1 7(2)a) wurde aus folgenden GrOnden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erste.lt: 
1 • Q weM P sie11ch N auf Gegenstande beziehen. zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist. nam.ich 



2 - H wKHch N auf Tei.e der inteSLen Anmeldung beziehen. die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig emsprechen, 
SaB e£l sinnvotle internationale Recherche nicht durchgetuhrt werden kann. namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3 n Ss^ch dabei um abhangige Anspruche handelt. die nicht entsprechend Sa.z 2 und 3 der Rege. 6.4 a) abgefaB, sind. 

Feld II Bemerkungen bei mang elnder Einheitlichkeit der Ertindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) 
Die international Recherchenbehorde hat festgestellt. daB diese internationaie Anmeldung mehrere Erlindungen enthalt: 



, ("I Da der Anme.der al.e ertorderiichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 
I 1 internationaie Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 



internationaie I 
Anspruche Nr. 



taGt: 



Bemerkungen hinsichtUch eines Wlderspruchs Q Die zusatz.ichen Gebuhren warden vom Anmelder unter Widerspruch gezahtt 

J — [ Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (l))(Ju!i 1998) 
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Internationales AktenzeichenPCTV EP 99/02463 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von feld 1.2 ~" " 

Anssprtiche Nr: 25-29 

Die geltenden Patentanspruche 25-29 beziehen sich auf Wirkstoffe jeweils 
charakterisiert durch eine erstrebenswerte Eigenheit oder Eigenschaft 
namlich dass sie unter Verwendung eine Testsystems nach ein der Vorherioe 
Anspruche identifiziert wird. Das heisst dass die Wirkstoffe ein Enzym des 
l-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat Stoffwechselwegs inhibiert. Im 
vorliegenden Fall fehlen den Patentanspruchen die entsprechende Stiitze 
bzw. der Patentanmeldung die notige Offenbarung in einem solchen MaBe 
dab eine sinnvolle Recherche uber den gesamten erstrebten Schutzbereich 
unmoglTch erscheint. Desungeachtet fehlt den Patentanspruchen auch die in 
Art. 6 PCT geforderte Klarheit, nachdem in ihnen versucht wird die 
Wirkstoffe uber das jeweils erstrebte Ergebnis zu definieren Auch dieser 
Mangel an Klarheit ist dergestalt, daB er eine sinnvolle Recherche Gblr den 
gesamten erstrebten Schutzbereich unmoglich macht. Daher wurde die 
Recherche auf die Teile der Patentanspruche gerichtet, welche im o.a. Sinne 
n-l ^ 11' 9 estutzt oder offenbart erscheinen, namlich die Teile betreffend die 
Wirkstoffe des Anspruchs 30. 
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Fortsetzung von Feld 1.2 
Anspruche Nr.: 25-29(TEILWEISE) 



Die geltenden Patentanspruche 25-29 beziehen s1ch auf Wirkstoffe, jeweils 
charakterislert durch eine erstrebenswerte E1genhe1t Oder Eigenschaft, 
namlich dass sie unter Verwendung eine Testsystems nach ein der Vorherige 
Anspruche identif Iziert wird. Das heisst dass die Wirkstoffe ein Enzym 
des l-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat Stoffwechselwegs inhibiert. Im 
vorliegenden Fall fehlen den Patentanspruchen die entsprechende Stutze 
bzw. der Patentanmeldung die notige Offenbarung in einem solchen MaBe, 
daB eine sinnvolle Recherche uber den gesamten erstrebten Schutzbereich 
unmoglich erscheint. Desungeachtet fehlt den Patentanspruchen auch die in 
Art, 6 PCT geforderte Klarheit, nachdem in ihnen versucht wird, die 
Wirkstoffe uber das jeweils erstrebte Ergebnis zu definieren. Auch dieser 
Mangel an Klarheit 1st dergestalt, daB er eine sinnvolle Recherche uber 
den gesamten erstrebten Schutzbereich unmoglich macht. Daher wurde die 
Recherche auf die Telle der Patentanspruche gerichtet, welche im o.a. 
Sinne als klar, gesttitzt Oder offenbart erscheinen, namlich die Teile 
betreffend die Wirkstoffe des Anspruchs 30. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normal erweise nicht Gegenstand einer 
international en vorlaufigen Prufung seln konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der international en vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
international en Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanpruche vorlegt. 
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